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RESUMEN

La corteza insular (Cl) participa en la formacion de memorias de tareas que involucran
experiencias aversivas, como la evitacion inhibitoria (El). La interferencia con la
actividad de esta estructura induce deterioros en la memoria de largo plazo (MLP) de
esta tarea; sin embargo, cuando se incrementa el nivel de entrenamiento se produce un
efecto protector contra dichos deterioros, y aun se desconocen las bases
neurobiolégicas de este fendmeno. Una propuesta es que las espinas dendriticas
representan el sustrato anatomico de la memoria. Las espinas dendriticas son
pequenas protuberancias que surgen de las dendritas y reciben la mayoria de las
sinapsis excitadoras; por lo tanto, un incremento en el numero de espinas indicaria que
hay mayor numero de sinapsis. Por otro lado, se ha planteado que diferentes tipos de
espinas (delgada, hongo y corta) podrian estar participando en la formacion de la
memoria. El objetivo de este trabajo fue investigar los cambios en la densidad y tipo de
espinas en la Cl de ratas entrenadas en la tarea de EIl, con un nivel normal o
incrementado de entrenamiento. Para ello, se entrenaron ratas de la cepa Wistar con
intensidades de choque de 1.0 mA o 3.0 mA y se midi6 la latencia de retencion de la
tarea a las 6 o a las 24 h después del entrenamiento. Los cerebros fueron tenidos
mediante la técnica de Golgi-Cox. Después, se evaluo la densidad y tipo de espinas de
dendritas basales de neuronas piramidales (capa lll) de la Cl. Unicamente se encontrd
un incremento significativo en las espinas de tipo hongo de las ratas entrenadas con la
intensidad de 1.0 mA y probados a las 24 h. Estos datos sugieren que la Cl esta
involucrada en la MLP en situaciones de entrenamiento moderado, pero no cuando las
ratas son sometidas a un alto nivel de entrenamiento.



1. INTRODUCCION

A través de los sentidos los organismos son capaces de interactuar con su
entorno, y en ocasiones la presencia de ciertos estimulos inducen modificaciones en la
conducta que pueden interpretarse como adquisicién de informacién o conocimiento; a
este proceso se le llama aprendizaje (Guillazo, Redolar-Ripoll, Torras-Garcia, & Vale-
Martinez, 2007; Varela Ruiz, Avila Costa, & Fortoul Van der Goes, 2005).

Una vez adquirida la informacion, ésta es almacenada y mas tarde evocada, en
forma de memoria (Prado-Alcala & Quirarte, 1998). En funcion de la temporalidad, la
memoria se clasifica en memoria de corto plazo (MCP) y memoria de largo plazo (MLP).
Se ha propuesto que la transicion de una MCP a una MLP se lleva a cabo a través de
un proceso llamado consolidacién (Dudai, 2004). Las bases neurobiolégicas de la
consolidacion y la memoria aun no se comprenden del todo, aunque se ha hipotetizado
que la plasticidad estructural, tal como los cambios en la densidad de las espinas
dendriticas, forman parte del sustrato de la memoria y el aprendizaje (DeFelipe, 2005;
Horner, 1993; Leuner, Falduto, & Shors, 2003; O'Malley, O'Connell, Murphy, & Regan,
2000).

Asimismo se ha sugerido que los cambios en la morfologia de las espinas
dendriticas, estan relacionados a un determinado proceso, ya sea el aprendizaje o la
memoria (Bosch & Hayashi, 2012; Harris & Stevens, 1989) de tal manera que la
presencia de espinas dendriticas con formas alargadas y delgadas estan ampliamente
relacionadas con los procesos de aprendizaje, mientras que, aquellas con forma de tipo
hongo presentan sinapsis mas estables, por lo que se les ha relacionado con los

procesos de memoria de largo plazo (Bourne & Harris, 2007).

También existen diferentes reportes que han demostrado que la aplicacion de
diversos tratamientos quimicos que interfieren con el funcionamiento del cerebro
pueden producir efectos en el proceso de consolidacion propiciando una deficiencia en
la memoria (Prado-Alcala & Quirarte, 2007). Por otro lado, una gran variedad de

experimentos han llevado a proponer que algunas estructuras o sistemas de estructuras



son responsables del establecimiento de la MLP (Prado-Alcala et al., 2007). Un ejemplo
de estas estructuras es la corteza insular (Cl), que participan en tareas de aversion al
sabor y que al parecer participa en tareas de aprendizaje espacial y de evitacidon
inhibitoria (EI) (Bermudez-Rattoni, Introini-Collison, & McGaugh, 1991; Gutiérrez,
Hernandez-Echeagaray, Ramirez-Amaya, & Bermudez-Rattoni, 1999; Zhuravin &
Bures, 1991).

De forma interesante, se ha demostrado que el efecto amnésico de tratamientos
farmacologicos y lesiones (reversibles e irreversibles) de algunas de las estructuras
cerebrales que participan en la formacién de la memoria es bloqueado si el sujeto es
sometido a un entrenamiento incrementado (Duran-Arévalo, Cruz-Morales, & Prado-
Alcala, 1990; Prado-Alcala, Medina, Serafin, & Quirarte, 2012).

En la presente tesis se evalud si existen cambios en la densidad y el tipo de
espinas dendriticas de neuronas piramidales de la CI lar de ratas, dependientes del

nivel de entrenamiento (moderado e incrementado) de una tarea de EI.

2. ANTECEDENTES

ASPECTOS GENERALES DEL APRENDIZAJE Y LA MEMORIA

APRENDIZAIJE

Los organismos adquieren nuevos conocimientos a partir de la informacion
sensorial que reciben de su entorno, el aprendizaje y la memoria estan involucrados en
el procesamiento de dicha informacion; ademas, ambos procesos son importantes para
la adaptacién y la sobrevivencia de los organismos. Por definicion el aprendizaje es el
proceso por el cual se genera un cambio relativamente permanente en la conducta, que
resulta de la experiencia, que no se debe a la fatiga, a la adaptacion sensorial, a algun
dafio cerebral, a alguna enfermedad, a factores motivacionales, al envejecimiento, a
alguna droga o a la maduracion del organismo (Prado-Alcala & Quirarte, 1998;
Rescorla, 2007).

El aprendizaje puede clasificarse en 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 a conocer las caracteristicas del estimulo sin
asociarlo con alguna consecuencia. En este tipo de aprendizaje no es necesario que se
establezca una asociacion entre estimulo y una respuesta; los principales tipos de este
aprendizaje son la habituacion (por ejemplo, dejar de prestar atencion a los ruidos
cotidianos de la calle) y la sensibilizacion (por ejemplo, un animal respondera con mas

fuerza a un estimulo tactil leve después de recibir un pellizco doloroso) (Kandel, 2001).

A diferencia del aprendizaje no asociativo, el aprendizaje asociativo implica una
asociaciéon entre uno o varios estimulos y una respuesta. Los principales tipos de

aprendizaje asociativo son el condicionamiento clasico y el operante.

El condicionamiento clasico consiste en el apareamiento de un estimulo neutro,
que no produce respuestas reflejas (estimulo condicionado), con un estimulo que
produce una respuesta refleja especifica. A este segundo estimulo se le llama estimulo
incondicionado; a la respuesta refleja producida por el estimulo incondicionado se le
llama respuesta incondicionada. Después de un cierto numero de asociaciones, el
estimulo condicionado es capaz de producir, por si solo, la respuesta refleja, que en
este caso recibe el nombre de respuesta condicionada (Prado-Alcala, 1991). El fisidlogo
ruso lvan Pavlov en 1927 hizo los primeros estudios sistematicos de este aprendizaje,
usando perros como modelo experimental. En estos experimentos, se hacia sonar una
campana como estimulo condicionado, justo antes de darles alimento (estimulo
incondicionado). La respuesta natural de los perros ante la comida es salivar, siendo
esto una respuesta incondicionada. Después de varias presentaciones del sonido de la
campana antes de darles el alimento, los perros asociaron el sonido con el alimento,
convirtiendo la respuesta de salivacion en una respuesta condicionada. De esta forma
cuando los perros escuchaban el sonido de la campana producian la respuesta

condicionada de salivar.

Por su parte el condicionamiento operante, que también es llamado instrumental
0 aprendizaje por ensayo y error, es aquel en el que los organismos pueden estar
emitiendo, espontaneamente, un numero indeterminado de respuestas que forman
parte de su repertorio conductual. Si alguna de esas respuestas es seguida por un

evento o estimulo (favorable) para el organismo, entonces esa conducta tendera a



repetirse. A las respuestas o conductas emitidas por un organismo se les llaman
operantes y al estimulo que sigue a la respuesta se le llama reforzador (Prado-Alcala,
1991). Los primeros estudios realizados con este tipo de aprendizaje fueron realizados
por Thordinke en 1903; él privaba de alimento a gatos, después los colocaba en una
caja de madera, y para encontrar comida en el exterior, tenian que aprender a abrir el

pestillo de la puerta (Prado-Alcala, 1991).

MEMORIA

La memoria es el proceso de almacenamiento o persistencia de la informacion
adquirida, en un estado que pude ser utilizada un tiempo después (Kandel, 2001;
Squire & Zola-Morgan, 1988). Este proceso implica las etapas de: a) la adquisicion o
aprendizaje, que ocurre cuando la nueva informacion ingresa al sistema nervioso para
ser procesada; b) la consolidacién o almacenamiento, donde la informacién pasa de un
estado labil a un estado estable y duradero, y en esta etapa ocurren modificaciones en
el sistema nervioso; c) la evocaciéon, que sucede cuando se recupera la informacion
almacenada para poder ser utilizada si se requiere. Un proceso relacionado con el
manejo de informacion aprendida es la extincion, donde hay un decremento en la
frecuencia de la respuesta condicionada cuando un estimulo incondicionado es
suprimido (Baddeley, 1999; Prado-Alcala, 1991; Schacter & Wagner, 2013).

De acuerdo a la cualidad de la informacién almacenada, la memoria se ha
catalogado en dos tipos: a) la memoria explicita (declarativa) y la memoria implicita (no
declarativa) (Figura 1). La memoria explicita es la representacion de los lugares, la
gente y los eventos ya pasados. Su evocacion requiere esfuerzo consciente y
deliberado. Este tipo de memoria se ha dividido en dos: la episddica y la semantica. La
memoria episddica, se refiere a la informacidn de las experiencias personales, como el
primer dia en el colegio o el recordar el primer viaje a la playa, mientras que la memoria
semantica hace referencia a la informacién que no esta relacionada con experiencias
personales, dando lugar a los conceptos y al conocimiento enciclopédico, como el
recordar la capital de algun pais o una formula matematica, entre otras (Bermudez-

Rattoni & Prado-Alcala, 2001). La memoria implicita (no declarativa) o de
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procedimiento, es el recuerdo inconsciente de habilidades motoras (hacer un nudo),
habilidades cognitivas (realizar operaciones mentales) o habilidades perceptuales (leer
rapido), e incluye el tipo de informacion relacionada con el aprendizaje asociativo como
el condicionamiento clasico, el aprendizaje no asociativo como la sensibilizacion y la
habituacién (Milner, Squire, & Kandel, 1998; Schacter & Wagner, 2013).

MEMORIA

DECLARATIVA NO DECLARATIVA
(EXPLICITA) (IMPLICITA)

HECHOS EVENTOS |

HABILIDADES APRENDIZAJE ~ APRENDIZAJE NO
ASOCIATIVO ASOCIATIVO

Figura 1. Diagrama de la division de la memoria en funcién al tipo de informacion
almacenada (Squire & Zola-Morgan, 1988).

Por otro lado, en funcién del tiempo, la memoria se clasifica en memoria de corto
(MCP) y largo plazo (MLP) (Prado-Alcala & Quirarte, 2007; Schacter & Wagner, 2013).
La MCP es de corta duracién y nos permite manejar informacién inmediata, dura de
unos cuantos min hasta unas h, es labil y susceptible a la interrupcion, y se cree que
depende de modificaciones post-traduccionales (Schacter & Wagner, 2013). La
memoria, si no es interrumpida, puede volverse mas estable y perdurar a través del
paso del tiempo convirtiéndose entonces en una MLP que es de una mayor duracion
(dias, meses o afos) y con la cual podemos recordar datos del pasado reciente y
remoto (Almaguer-Melian & Bergado-Rosado, 2002; Prado-Alcala et al., 2007). Se ha
propuesto que la MLP se estabiliza a través de un proceso denominado consolidacion,

que requiere de sintesis de proteinas (Dudai, 2004).

El término consolidacion es atribuido a Georg Muller y Alfons Pilzecker debido a
sus trabajos de establecimiento y evocacion de la memoria (Lechner, Squire, & Byrne,

1999). Ellos plantearon la hipotesis de consolidacién de la memoria realizando estudios
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entre 1892 y 1900; entre las aportaciones mas importantes de su trabajo es asumir que
la fijacion de la memoria requiere de tiempo (consolidacion), y es progresiva y

vulnerable durante este periodo (Dudai, 2004; Lechner et al., 1999).

Durante la consolidacion la informacion se estabiliza en una huella de memoria,
se fortalece a través del tiempo y se vuelve resistente a la interrupcién. Actualmente se
reconocen dos tipos de consolidacion: 1) la consolidacién celular o sinaptica, que se
observa a nivel celular y durante la cual se llevan a cabo eventos bioquimicos vy
moleculares (cambios en vias de sefalizacion, alteracidon en la sintesis de proteinas,
entre otros) en los circuitos neuronales, dentro de los primeros min u h posteriores al
aprendizaje; y 2) la consolidacion de sistemas, que involucra cambios en las
interacciones entre los circuitos neuronales o sistemas involucrados en la codificacion
de la memoria, fortaleciendo la fuerza de la huella de memoria; este tipo de

consolidacion tarda semanas, meses o0 afos para completarse (Dudai, 2004).

TAREA DE EVITACION INHIBITORIA COMO HERRAMIENTA PARA EVALUAR EL
PROCESO DE LA MEMORIA

El estudio del aprendizaje y la memoria se puede abordar desde punto de vista
conductual, donde se observa la relacion entre las variables ambientales y cambios
observables en la conducta. EI modo en que la informacién adquirida queda
representada en la memoria es inferido a partir de las actividades conductuales del
sujeto (Aguado-Aguilar, 2001). Es por ello que se han desarrollado paradigmas de
aprendizaje como herramientas para evaluar la memoria. En estos paradigmas se
entrena a los animales a ejecutar una determinada conducta y tiempo después se les
coloca en condiciones similares en las que aprendieron dicha tarea y se evalua si
retuvieron o no la experiencia (Sweatt, 2010). Uno de los paradigmas mas empleados

en los roedores es la de evitacion inhibitoria.

La evitacion o prevencidn es un paradigma de aprendizaje, en el que una

respuesta le permite al organismo posponer o evitar un estimulo aversivo (Ferrer, 2008;
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Reynolds, 1973). Este paradigma presenta dos variantes, la tarea de evitacion activa,
en la que el sujeto tiene que realizar una respuesta motora especifica, y la tarea de
evitacion pasiva o inhibitoria, en la que el sujeto tiene que dejar de emitir una respuesta
motora (Garin-Aguilar, 2014; Huchin, 2008; Reynolds, 1973). En el presente trabajo se
utilizé la tarea de El, la cual se describira con mayor detalle mas adelante (véase
material y método). Este tipo de tarea ha sido muy utilizada debido a sus
caracteristicas, pues se lleva a cabo en un unico ensayo y se puede reconocer el
momento preciso en el que el animal aprende, es decir el momento en que asocia los
estimulos derivados del contexto (caracteristicas fisicas de la camara de
condicionamiento), el estimulo aversivo y los derivados de la actividad motora con la
aplicacién del choque eléctrico (Prado-Alcala et al., 2007). Ademas este tipo de tareas
involucra tres componentes importantes 1) el emocional, ya que emplea el uso de un
choque eléctrico, 2) el espacial, que se establece mediante claves espaciales, y emplea
la asociacion entre estimulos ambientales y 3) la respuesta motora (Ferrer, 2008;
Prado-Alcala, Diaz del Guante, Garin-Aguilar, Diaz-Trujillo, & Quirarte, 2006; Reynolds,
1973).

LA CORTEZA INSULAR Y SU PARTICIPACION EN LA FORMACION DE MEMORIAS

ANATOMIA Y FUNCION DE LA CORTEZA INSULAR

Se ha observado que la actividad de algunas estructuras cerebrales, como el
hipocampo, la amigdala, el estriado, la corteza entorrinal y la sustancia nigra, son
indispensables para la consolidacion de la memoria de la tarea de El (lzquierdo et al.,
1998; lIzquierdo et al.,, 1992; Prado-Alcala et al.,, 2007); ya que al bloquear
farmacolégicamente estas estructuras se logra interrumpir la consolidacién. Por otro
lado, una de las estructuras que no se ha estudiado detalladamente en relacion con los
diversos procesos involucrados en la formaciéon de la memoria es la corteza insular,
aunque se ha visto que cuando se interrumpe su actividad normal se interrumpe la

consolidacién de la tarea de El.
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La corteza insular (Cl) es una porcién de la corteza que, de acuerdo a su
citoarquitectura, se ha considerado como una mesocorteza ya que se encuentra entre
el limite de ser una alocorteza y una neocorteza, pues presenta un arreglo estratificado
dispuesto en seis capas horizontales (de la capa | a la VI); sin embargo, en algunas
regiones desaparece alguna de las capas (principalmente la IV) (Mesulam & Mufson,
1982; Ture, Yasargil, Al-Mefty, & Yasargil, 1999).

La Cl en la rata se encuentra en el I6bulo temporal (areas 13 y 14 de Krieg), en la
interseccion de la arteria cerebral media y la fisura rinal (Kosar, Grill, & Norgren, 1986;
Krieg, 1946). Comprende el area que va desde la corteza frontal lateral hasta la corteza
perirrinal en direccidn rostro-caudal y desde el borde de la corteza somatomotora hasta
la corteza piriforme en direccion dorso-ventral (Moraga-Amaro & Stehberg, 2012;
Paxinos, 1996). Histoloégicamente se divide en tres regiones, agranular, disgranular y

granular de acuerdo a la presencia de neuronas granulares (Figura 2).

La corteza insular granular (IG) esta situada ventralmente a la corteza
somatosensorial secundaria. Se caracteriza por poseer una capa de células granulares
(capa Il y IV) bien desarrollada y la densidad de esta capa es resaltada por la escasa
capa V directamente sobre ella. La IG juega un papel importante en la modulacién de

funciones viscerales (Shi & Cassell, 1998).

La corteza insular disgranular (ID) se encuentra dorsalmente a la fisura rinal, se
distingue por la desaparicion de la capa IV; las capas Il y Ill son facilmente discernibles
como entidades separadas y contiene una capa granular difusa, la mielina cortical es
baja y el nivel de AChE es menor que en el area agranular (Figura 2). La ID participa en
procesos gustativos (Guzman, 2010; Moraga-Amaro & Stehberg, 2012).

La corteza insular agranular (1A) (Figura 2) se situa en el labio dorsal del surco
rinal, extendiéndose en sus profundidades. Es mas delgada que la regidn disgranular y
posee una banda intermedia mas delgada que contiene pequeinas ceélulas piramidales.
Se caracteriza por tener estratos celulares agranulares, una capa de fibras mielinizadas
y un alto nivel de acetilcolinesterasa (AChE) intracortical. Se cree que esta involucrada
en la integracion eficiente de estimulos sensoriales viscerales especificos que estan

relacionados con consecuencias de caracter limbico o motivacional (Krushel & van der
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Kooy, 1988; Treede, Kenshalo, Gracely, & Jones, 1999), es por ello que en el presente

estudio se eligio esta region para ser analizada.

Figura 2. Corteza insular. Representacion de las divisiones de la corteza insular en
rata: 1G, region granular; 1D, regién disgranular; IA, region agranular. Seccion Coronal +
1.2 mm de Bregma del Atlas estereotaxico del cerebro de rata de Paxinos y Watson
(1998) (Ogawa, Hasegawa, & Murayama, 1992).

La ClI recibe aferencias principalmente de la amigdala, del talamo dorsal y de las
cortezas sensoriales y la corteza auditiva (Stephani, Fernandez-Baca Vaca, Maciunas,
Koubeissi, & Luders, 2011). También tiene comunicacion con la corteza anterior
cingulada, la corteza prefrontal, la corteza orbitofrontal, el opérculo frontal y parietal, la
corteza asociativa visual, los bulbos olfatorios, el hipocampo, la corteza entorrinal, la
corteza perirrinal y la corteza motora (Nagai, Kishi, & Kato, 2007; Stephani et al., 2011).
La ClI tiene eferencias con el estriado, el nucleo accumbens, el claustro, el presubiculum
y con las cortezas prefrontal, entorrinal y piriforme (Augustine, 1996). En la Cuadro 1 se
enlistan las principales aferencias y eferencias. Entre las regiones de la Cl también
existen interconexiones, la parte granular proyecta hacia la parte disgranular. La corteza
disgranular proyecta hacia la regién agranular y granular. Por su parte la corteza
agranular posterior tiene eferentes hacia el area agranular anterior y hacia las areas

granular y disgranular posterior (Shi & Cassell, 1998).
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Cuadro 1. Principales aferencias y eferencias de la corteza insular

AFERENCIAS EFERENCIAS CONEXIONES
RECIPROCAS
Corteza primaria olfatoria Estriado Nucleo mediodorsal

ventroposteromedial del

talamo

Nucleo lateral y basolateral de | Nucleo central de la amigdala | Nucleo parabranquial

la amigdala

Nucleo basal magnocelular Parte lateral del nucleo del Area posterior lateral del
lecho de la estria terminal hipotalamo

Nucleo centromedial del Claustro Corteza frontal lateral,

talamo piriforme y perirrinal

ipsilateral

Nucleo tuberomamilares del Nucleo accumbens Corteza somatosensorial

hipotalamo secundaria

Corteza perirrinal Presubiculum Nucleo del tracto solitario

Nucleos del rafe Corteza entorrinal Corteza entorrinal

Area tegmental ventral Corteza media prefrontal

Locus coeruleus

La CI es una estructura a la cual se le ha atribuido gran variedad de funciones,
como el gusto y la olfaccion; esta involucrada en reacciones viscerales y la regulacion
cardiovascular (Alves et al., 2013; Yasui, Breder, Saper, & Cechetto, 1991). También
esta involucrada en procesos sensoriales dolorosos (Bermudez-Rattoni & McGaugh,
1991; Hanamori, Kunitake, Kato, & Kannan, 1998) y se cree que interviene en la
representacion de mapas afectivos influidos por entradas sensoriales especificas,
especialmente aquellas reforzadas o mediadas por situaciones aversivas (Bermudez-
Rattoni, Okuda, Roozendaal, & McGaugh, 2005).

16



PARTICIPACION DE LA CORTEZA INSULAR EN LA MEMORIA DE EVITACION INHIBITORIA

Cuando se habla de corteza insular, generalmente se asocia con el
procesamiento de formacién de memorias gustativas, producidas por la tarea del
condicionamiento aversivo al sabor; sin embargo, en diversos estudios en los que se
lesiond la corteza insular, se demostré que también esta involucrada en la formacion de
memoria de procesos no gustativos, como la tarea de aprendizaje de reconocimiento de
objetos (Bermudez-Rattoni et al., 2005) o tareas como el laberinto acuatico de Morris

(Gutiérrez et al., 1999), entre otras.

En cuanto a la participacién de la Cl en la tarea de El, Bermudez-Rattoni y
colaboradores en 1991 realizaron un estudio donde se inactivo reversiblemente la Cl, la
corteza frontal (CF), la corteza parietal (CP) y el nucleo caudado ventral (NC) aplicando
bilateralmente tetrodotoxina (TTX, un bloqueador de los canales de sodio sensibles al
voltaje). Ellos entrenaron a las ratas en la tarea de El e inmediatamente después se les
inyectdé TTX. Cuarenta y ocho h después del entrenamiento midieron la latencia de
retencion y observaron que la aplicacion de TTX redujo la latencia de retencion
unicamente cuando se administré en la Cl con respecto al grupo control, indicando asi
que estas ratas tuvieron amnesia (Figura 3).Los resultados indicaron que la retencién
de la tarea de El se vio interrumpida cuando se aplica TTX directamente en la ClI
después del entrenamiento, sugiriendo asi la importancia de esta estructura para la

consolidacion de la memoria de esta tarea (Bermudez-Rattoni et al., 1991).

Por su parte Miranda y Bermudez-Rattoni (2007) administraron escopolamina
(antagonista de los receptores muscarinicos de acetilcolina) o solucion salina,
bilateralmente en la Cl 5 min antes o inmediatamente después del entrenamiento en la
tarea de El (0.5 mA, 1.0 s). Lo que observaron fue que a las ratas a las que se les
administré escopolamina en la Cl mostraron latencias de retencién bajas en
comparacién con el grupo control y el grupo de solucién salina. Lo que concluyeron fue

que la escopolamina interfirid tanto en la adquisicion como en la consolidacion de la
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memoria de El, y que la Cl es necesaria para la formacién de la memoria de tareas de

reconocimiento espacial y contextual (Miranda & Bermudez-Rattoni, 2007).

En otro estudio realizado por Huchin en el 2008, en el que se inyectaron distintas
dosis de anisomicina (un inhibidor de sintesis de proteinas) en la Cl inmediatamente
después del entrenamiento de una tarea de EIl, se observd que efectivamente se
produjo amnesia al bloquear la sintesis de proteinas, indicando asi, nuevamente, la

participacion de esta estructura en la consolidacién de la memoria de tareas como la El.

Figura 3. La TTX deteriora la memoria de El en la corteza insular. Media y error
estandar en s, de las latencias de retencion de los grupos a los que se les administro,
inmediatamente después del entrenamiento, TTX o soluciéon Buffer en las estructuras
cerebrales: corteza insular (IC), corteza frontal (FC), corteza parietal (CP) y nucleo
caudado ventral (CN) * p = < 0.05 con respecto al control (Bermudez-Rattoni et al.,
1991).

EFECTO PROTECTOR DEL ENTRENAMIENTO INCREMENTADO EN LA TAREA DE
EVITACION INHIBITORIA

Se sabe que el estado emocional y motivacional es importante en los procesos

de aprendizaje y memoria; una motivacion incrementada o un estado emocional
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excepcional nos ayuda a recordar eventos y sucesos que en otras condiciones
hubiéramos olvidado. Por ejemplo, es dificil que una persona recuerde la ropa que
llevaba puesta hace un afo, pero facilmente recordara qué vestia el dia de su

graduacion (Almaguer-Melian & Bergado-Rosado, 2002).

Un enfoque que se le ha dado a la relacion entre motivacion/emociéon y
aprendizaje es el del efecto protector que tiene el entrenamiento incrementado. Desde
hace varios afios se ha visto que una experiencia incrementada de aprendizaje, es
decir, una situacion donde un individuo recibe un mayor numero de sesiones de
entrenamiento (sobreentrenamiento) o donde recibe intensidades de estimulacién
relativamente altas (sobrerreforzamiento), bloquea el efecto amnésico de algunos
tratamientos que interfieren con la consolidacion de la memoria (Prado-Alcala et al.,
2007). Para establecer cuales son las condiciones de choque relativamente moderado o
incrementado, es necesario medir la resistencia a la extincion. La extincién es la
reduccién progresiva en la magnitud de una respuesta condicionada cuando se omite el
reforzador o estimulo incondicionado durante las pruebas de retencion. De tal forma
que cuanto mayor es la fuerza del aprendizaje, mayor es la resistencia a la extincion;
por lo tanto, la respuesta condicionada tardara mas tiempo en desaparecer (Prado-
Alcala et al., 2012).

En la tarea de El el entrenamiento incrementado se da mediante intensidades de
descarga eléctrica relativamente altas (sobrerreforzamiento), y se ha empleado para ver
sus efectos ante la aplicacion de diferentes farmacos que interfieren con la
consolidacion de la memoria. Por ejemplo, la escopolamina (antagonista de los
receptores muscarinicos de acetilcolina) administrada sistematicamente produce
amnesia de la tarea de El cuando se administran intensidades de choque eléctrico
relativamente bajas. Sin embargo Cruz-Morales y colaboradores (1992) encontraron
que al administrar intensidades de choque mas altas en la tarea de EIl, podia
observarse el efecto protector (Cruz-Morales, Duran-Arévalo, Diaz del Guante, Quirarte,
& Prado-Alcala, 1992).

En otro estudio, Diaz-Trujillo y colaboradores, en el 2009, administraron por via

subcutanea cicloheximida (inhibidor de la sintesis de proteinas) 30 min antes del
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entrenamiento de la tarea y observaron que con intensidades bajas de choque (0.8 mA)
se produce un deterioro en la memoria en comparacion con las intensidades altas (3.2

mA), las cuales presentaron el efecto protector (Diaz-Trujillo et al., 2009).

En cuanto a la corteza insular Mufioz-Sanchez (2012) realizé un estudio en el
que bloqued reversiblemente la sintesis de proteinas en la Cl, administrando
anisomicina bilateralmente inmediatamente después del entrenamiento. Las ratas
fueron entrenadas con tres intensidades de choque, 1.0 mA (choque relativamente
bajo), 3.0 mA (choque moderado) y 5.0 mA (choque relativamente alto) y fueron
probadas 48 h después del entrenamiento (MLP). Los resultados mostraron que las
ratas que fueron entrenadas con el choque de 1.0 mA tuvieron latencias de retencion
mas bajas que las ratas entrenadas con los choques de 3.0 y 5.0 mA; es decir, se
observd amnesia en las ratas entrenadas con 1.0 mA y con intensidades altas se

observo el efecto protector del sobrerreforzamiento (Figura 4).

Figura 4. El entrenamiento incrementado tiene un efecto protector contra la anisomicina
en la Cl. Latencias de retencién en s. Medianas y sus rangos intercuartilares de las
latencias de retencién de ratas tratadas con anisomicina o solucién vehiculo
inmediatamente después del entrenamiento * p = <0.05 (tomado de Mufoz-Sanchez,
2012).

Estos resultados demostraron que la Cl estaria participando en la consolidacion

de la memoria cuando se usan intensidades bajas y no altas y que el deterioro que
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normalmente se observa en la consolidacion de la memoria, cuando ocurre un bloqueo
reversible de las estructuras, no ocurre si las ratas son sometidas a entrenamientos
incrementados (sobrerreforzamiento) (Mufioz-Sanchez, 2012). Pero aun se desconoce

cdmo es que ocurre este efecto protector del entrenamiento incrementado.

CAMBIOS ESTRUCTURALES ASOCIADOS AL APRENDIZAJE Y LA MEMORIA

Desde hace mucho tiempo los cientificos se han dado a la tarea de buscar los
elementos estructurales y operacionales mas elementales de la consolidacion de la
memoria y se ha propuesto que la informacion derivada de una experiencia de
aprendizaje podria quedar almacenada en virtud de cambios en la estructura y el

metabolismo de las neuronas (Prado-Alcala et al., 2007).

Las neuronas son habiles para procesar y transmitir informacion, ya que estan
conectadas funcionalmente en redes y se comunican a través de la transmision
sinaptica (un lenguaje de sefales eléctricas y quimicas) (Dudai, 1989). Santiago Ramén
y Cajal propuso una teoria que postula que la informacion se almacena mediante
cambios entre las conexiones de las neuronas (Balderas, Ramirez-Amaya, &
Bermudez-Rattoni, 2004; Dudai, 1989; Leuner et al., 2003). Posteriormente, en 1949,
Donald Hebb complementaria esta idea con su postulado de la sinapsis Hebbiana, en la
que sefala que al haber una estimulacion entre dos neuronas, se producen cambios en
las propiedades de la sinapsis; el postulado dice lo siguiente: ,cuando el axén de la
neurona A esta lo suficientemente cerca para excitar a la neurona B, repetida y
persistentemente se da esta excitacidon, algunos procesos de crecimiento o cambios
metabdlicos tienen lugar en una o en ambas células nerviosas, de tal manera que la
eficacia de la célula A para excitar a B se incrementa“ (Balderas et al., 2004). A estos
cambios se les ha llamado plasticidad neuronal. Junto con la plasticidad neuronal se
suscitan cambios anatomicos, ya sea en la distribucion y el numero de sinapsis,
modificacion del tamafio de la densidad postsinaptica y/o cambios en el numero de
botones presinapticos; a estos cambios se les denominan plasticidad estructural (Ledn-

Jacinto, 2008; Yuste, 2010). Asimismo dentro de los cambios que se pueden dar en la
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plasticidad estructural estan los cambios en la densidad y la forma de las espinas

dendriticas.

ESPINAS DENDRITICAS

Las espinas dendriticas son pequefas protrusiones que se originan desde las
dendritas de las neuronas. En estas estructuras ocurren la mayoria de las sinapsis
excitadoras axodendriticas (Balderas et al., 2004; Repetto et al., 2014; Yuste, 2010), y
representan un medio por el cual se establecen nuevos contactos entre las neuronas
y/o se fortalecen los contactos ya establecidos (Leuner et al., 2003). Es por ello que las
encontramos recubriendo las dendritas de la mayoria de las neuronas, principalmente
en neuronas que reciben una gran cantidad de entradas de informacion; por ejemplo,
las células de Purkinje en el cerebelo, células medianas espinosas en el estriado o las
células piramidales que se encuentran en todas las regiones de la corteza cerebral
(Kasai, Fukuda, Watanabe, Hayashi-Takagi, & Noguchi, 2010; Yuste, 2010).

Las espinas tienen una pequefa cabeza (~1 um de diametro), unida a un
delgado cuello (~0.2 ym de diametro y 0.5 um de longitud) que conecta con el eje de la
dendrita (Yuste, 2010). Estan conformadas en su citoesqueleto por una red de
filamentos de actina (F-actina), que sirve tanto de soporte estructural como de regulador
del trafico de proteinas y vesiculas (Bosch & Hayashi, 2012). La actina es importante en
la formacidon de las espinas, ya que presenta tasas de cambio rapidas; ademas, la
actina juega un papel integral en la promocion de la eficiencia sinaptica mediante el
anclaje y el trafico adecuado de receptores en las espinas, promoviendo asi una mayor
plasticidad de éstas (Georges, Hadzimichalis, Sweet, & Firestein, 2008). Algunas
espinas contienen elementos de reticulo endoplasmatico, que se situan en una
estructura llamada “el aparato de la espina”, el cual sirve de reservorio de receptores y

canales i6nicos y como captador de Ca**.

Como se mencioné antes, los cambios en la densidad de las espinas
representan parte de la plasticidad estructural, por lo que un aumento en el nimero de
espinas puede traducirse en un aumento significativo en el numero de sinapsis, que a
menudo se considera un paso integral en la formacion de la memoria (Leuner et al.,

2003; Moser, Trommald, & Andersen, 1994). Evidencia de ello son los diversos trabajos
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donde se utilizaron como modelo de estudio ratas o pollos, que fueron entrenados en
tareas de aprendizaje como la El (Doubell & Stewart, 1993; O'Connell, O'Malley, &
Regan, 1997; Stewart & Rusakov, 1995) y el laberinto acuatico de Morris (en su version
especial) (O'Malley et al., 2000), en los cuales se evalud la densidad de las espinas
dendriticas en el hipocampo, observando un incremento significativo en los sujetos que

aprendieron y recordaron la tarea.

En un estudio en el que se entrenaron ratas en la tarea de El, y después se les
realizé la prueba de retencion a las 1, 3, 6 o 72 h después del entrenamiento, se
midieron la densidad de las espinas dendriticas en las células granulares del giro
dentado en el hipocampo. Lo que se observé fue un incremento en la densidad de las
espinas a las 6 h después del entrenamiento, proponiendo que posiblemente los
cambios en la densidad de las espinas dendriticas, a partir de 6 h posteriores al
entrenamiento pueden estan relacionados con la consolidacion de la memoria. Ademas,
encontraron que la densidad de espinas dendriticas a las 72 h después del
entrenamiento, fue similar a la densidad de espinas dendriticas observadas en los
sujetos probados 1 h después del entrenamiento, indicando que el numero de dendritas

“regresd” a un estado basal (O'Malley, O'Connell, & Regan, 1998).

TIPOS DE ESPINAS Y SU FUNCION

Las espinas constantemente aparecen, desaparecen o cambian de forma a lo
largo de la vida de un organismo (Fu & Zuo, 2011). La morfologia de las espinas
dendriticas es de gran relevancia pues guarda una relacion estrecha con la funcién en
estas estructuras, siendo caracteristicas criticas su tamafio y la forma de la cabeza
(Benavides-Piccione, Ballesteros-Yanez, DeFelipe, & Yuste, 2002). Desde el punto de
vista morfologico, se han descrito principalmente cuatro formas fundamentales de
espinas dendriticas: delgadas, cortas, hongo y bifurcadas (Figura 5) (Bourne & Harris,
2007; Harris & Stevens, 1989; Yuste, 2010). En un cerebro maduro, el hipocampo y la

neocorteza llegan a presentar > 65% de espinas tipo delgadas, ~ 25% de espinas tipo
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hongo y ~10% de espinas con formas inmaduras: cortas y filopodias (Bourne & Harris,
2007).

Estudios con microscopia electronica han demostrado que las diferentes formas
de las espinas presentan contrastes en cuanto a los componentes sinapticos que
poseen. Por ejemplo, las espinas tipo delgadas son transitorias, emergen vy
desaparecen en unos cuantos dias y presentan densidades postsinapticas (PSD)
pequefias y con una menor cantidad de receptores anclados a la membrana. Por otro
lado las espinas tipo hongo presentan PSD mas extensas y una mayor cantidad de
receptores anclados a la membrana plasmatica, lo que sugiere que la fuerza de la
sinapsis es mucho mayor, en comparacion con los demas tipos de espinas dendriticas
(Bourne & Harris, 2007; Fu & Zuo, 2011). Con base en lo anterior se ha propuesto que
las espinas con forma delgada participan principalmente en procesos de aprendizaje
mientras que las espinas en forma de hongo con procesos de memoria (Bourne &
Harris, 2007).

Figura 5. Esquema representativo de los diferentes tipos de espinas dendriticas y sus
principales caracteristicas. Se consideran espinas de tipo delgado si el cuello es largo y
si el diametro de cabeza es igual o menor que el diametro del cuello. En las espinas de
tipo hongo el diametro del cuello es menor que el diametro de la cabeza. En las espinas
de tipo corto el didmetro del cuello es similar al total de la longitud de la espina.
Finalmente, las de tipo bifurcada presentan mas de una cabeza. L = longitud de la

espina; d. _ diametro del cuello; dc,= diametro de la cabeza (Harris, Jensen, & Tsao,
1992).
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Bello-Medina y colaboradores realizaron un estudio en donde entrenaron ratas
en la tarea de El con dos tipos de aprendizaje: 1) moderado (1.0 mA) e 2) incrementado
(3.0 mA) y a las que se les realiz6 la prueba de retencion 6 o 24 h después del
entrenamiento. Después cuantificaron la densidad total y la densidad relativa de las
espinas dendriticas en el estriado. Los resultados mostraron que la densidad total
aumento con el entrenamiento moderado y con el entrenamiento incrementado la
densidad total fue aun mayor. También encontraron que durante el entrenamiento
moderado hubo un incremento en la proporcion de espinas tipo hongo junto con un
decremento en la proporcidon de las espinas tipo delgadas, en el estriado dorsal.
Ademas, el entrenamiento incrementado indujo una mayor proporciéon de espinas tipo
hongo, en comparacion con el incremento del entrenamiento moderado. Estos cambios
se observaron durante el proceso de consolidacién (6 h) y persistieron durante la MLP
(24 h) (Bello-Medina, Flores, Quirarte, & Prado-Alcala, 2015).

En resumen, numerosas evidencias indican que el aprendizaje y la memoria
estan asociados a la plasticidad de espinas dendriticas en muchas estructuras
cerebrales, tales como el hipocampo, amigdala y estriado. Por otro lado, se sabe que
tratamientos que tipicamente producen amnesia se tornan inocuos cuando los sujetos
experimentales son estudiados en condiciones de entrenamiento incrementado.
También esta documentado que las espinas dendriticas representan la principal entrada
excitadora de la mayoria de las neuronas, y que cambios duraderos de la actividad
sinaptica se acompafian de alteraciones en la cantidad, tamano y forma de las espinas.
Las espinas delgadas responden rapidamente a los incrementos y decrementos en la
actividad sinaptica, por lo que se les ha considerado como “espinas del aprendizaje”,
mientras que debido a su estabilidad relativa en el tiempo, a las espinas de tipo hongo

se les ha llamado “espinas de la memoria” (Bourne & Harris, 2007).
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3. JUSTIFICACION

Diversos estudios han demostrado que la adquisicion de nueva informacion
induce el desarrollo de las espinas dendriticas en diversas estructuras (como el
hipocampo y la corteza prefrontal) en una variedad de tareas de aprendizaje (Horner,
1993; Moser et al., 1994), incluyendo la tarea de El utilizada en el presente estudio
(O'Malley et al., 1998). Sin embargo, no hay publicaciones acerca de un posible efecto

directo del aprendizaje sobre las espinas dendriticas de la CI.

Por otro lado, se ha reportado que el entrenamiento incrementado genera un
efecto protector contra agentes amnésicos administrados por via sistémica o
intracerebral, y se desconoce cuales son los mecanismos neurobiolégicos que
sustentan este fendbmeno. Es probable que los cambios en las espinas dendriticas
pudieran ser parte clave en la formacion de la memoria en condiciones de

entrenamiento moderado e incrementado.

Con base en lo citado anteriormente, en este proyecto se pretende investigar si
el entrenamiento incrementado en la tarea de El produce cambios significativos en la

densidad y tipo de espinas de las células piramidales de la ClI.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Habra cambios en la densidad total y en la proporcion de tipo de espinas dendriticas
de las neuronas piramidales de la corteza insular de la rata, en condiciones de

entrenamiento moderado e incrementado en la tarea de EI?
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5. HIPOTESIS

La densidad total de espinas dendriticas de la corteza insular aumentara alas 6 hy 24

h después del entrenamiento moderado.

La densidad total de espinas dendriticas de la corteza insular, a las 6 h y 24 h después
del entrenamiento incrementado, sera mayor en comparacion con el entrenamiento

moderado.

La proporcion del tipo de espina hongo de la corteza insular se vera incrementado a las

6 h'y 24 h después del entrenamiento moderado.

La proporcién del tipo de espina hongo de la corteza insular sera mayoralas 6 hy 24 h
después del entrenamiento incrementado en comparacidon con el entrenamiento

moderado.

La proporcion del tipo de espina delgada de la corteza insular disminuira a las 6 h y 24

h después del entrenamiento moderado.

La proporcion del tipo de espina delgada de la corteza insular disminuira aun mas a las
6 h y 24 h después del entrenamiento incrementado en comparacion con el

entrenamiento moderado.

La proporcion de los demas tipos de espinas sufriran cambios con el entrenamiento

moderado e incrementado a las 6 h y 24 h después del entrenamiento.
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6. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la densidad y el tipo de las espinas dendriticas en la corteza insular de ratas
entrenadas en la tarea de evitacion inhibitoria, en condiciones de entrenamiento

moderado e incrementado.

OBJETIVOS PARTICULARES

Corroborar que la intensidad de choque eléctrico de 1.0 mA corresponde a la intensidad
de choque de entrenamiento moderado, y que la intensidad de choque de 3.0 mA

corresponde al entrenamiento incrementado mediante la prueba de extincion.

Cuantificar, en condiciones de entrenamiento moderado e incrementado, la densidad de
espinas dendriticas en las neuronas piramidales de la corteza insular a las 6 h (fase de

consolidacion) o 24 h (MLP) después del entrenamiento de EI.
Cuantificar, en condiciones de entrenamiento moderado e incrementado, la proporcidn

de tipo de espina dendritica en las neuronas piramidales de la corteza insular a las 6 h

(fase de consolidacion) o 24 h (MLP) después del entrenamiento de El.

7. MATERIALES Y METODOS

DIAGRAMA DE TRABAJO

En la Figura 6 se muestra el disefio experimental que se siguid para realizar este

trabajo.
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Figura 6. Diagrama del disefio experimental.

Todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999 “Especificaciones para la produccion, cuidado y uso de
los animales de laboratorio” y a las normas estipuladas en la “Guide for the care and
use of laboratory animals” del NIH (National Research Council, 2011), bajo la
aprobacion del Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia, UNAM. Todos los

procedimientos conductuales se llevaron a cabo entre las 8:00 am y 3:00 pm.

SUJETOS

Se usaron ratas macho de la cepa Wistar entre 270 y 310 g, obtenidas del
Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México.

Las ratas fueron mantenidas individualmente en cajas-hogar de acrilico, dentro de un
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cuarto con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h (comenzando el ciclo de luz a las 7:00 am)

con acceso libre a comida y agua.

EVITACION INHIBITORIA

APARATOS

La caja para el condicionamiento en la tarea de El consta de dos compartimentos
del mismo tamano (30 cm x 30 cm x 30 cm), separados por una puerta deslizable. El
primer compartimento (compartimento de seguridad) tiene un piso conformado por
barras de acero inoxidable, iluminado por un foco de 10 W, situado en el centro de la
tapa. El segundo compartimento (compartimento de castigo) no esta iluminado y sus
paredes anterior y posterior son de acero inoxidable, que forman una “V” hacia el centro
del piso, con una separacién de 1.5 cm entre las placas. Estas se encuentran
conectadas a un estimulador que genera pulsos cuadrados (Grass Instruments Co.,
modelo S48G, E.U.A.), conectado a una unidad de corriente constante (Grass
Instruments Co., modelo CCU-1A, E.U.A.). La camara de condicionamiento se ubicé en

un cuarto sonoamortiguado, oscuro y provisto de una fuente de ruido de fondo.

PROCEDIMIENTOS CONDUCTUALES

Manipulacion. Antes del entrenamiento las ratas fueron manipuladas en tres sesiones
consecutivas para habituarlas al manejo del experimentador y disminuir el estrés
provocado por éste. Cada sesion consisti6 en colocar a la rata sobre una toalla,
sujetandola y tocandola cuidadosamente con ambas manos, usando guantes, durante 3

min por dia, para después volver a colocarla en su caja-habitacion.

Entrenamiento. En la sesidon de entrenamiento se colocé la rata dentro del

compartimento de seguridad, 10 s después la puerta que divide los compartimientos se

abrid, y una vez que entr6 completamente al compartimento de castigo, la puerta se
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cerro, midiéndose el tiempo que tardé en cruzar a éste (latencia de adquisicién), y se
administré un estimulo eléctrico (1.0 o 3.0 mA) durante 10 s. Cinco segundos después
del inicio del choque la puerta se abrié permitiendo a la rata escapar al compartimento
de seguridad. Se registro el tiempo que tardd en salir del compartimiento de castigo y
pasar al de seguridad (latencia de escape). Después de 30 s de permanencia en el
compartimento de seguridad, la rata fue colocada nuevamente en su caja-habitacion.
También se estudié un grupo control, que fue entrenado de la misma manera que los

grupos anteriores, pero que no recibié ningun choque (n = 30 por grupo).

Prueba. A la mitad de los sujetos de cada grupo se les midi6 la retencion de la tarea a
las 6 h después del entrenamiento; a la otra mitad se les midié la retencion 24 h
después del entrenamiento. La prueba de retencion consistio en someter a las ratas al
mismo procedimiento que en el entrenamiento, pero con la diferencia de que las ratas
no recibieron el choque eléctrico. Se registroé el tiempo que la rata tardé en pasar del
compartimento de seguridad al de castigo (latencia de retencion), y si la rata no cruzé al
compartimento de castigo en 600 s, la sesion se dio por terminada y se le asigno una
latencia de retencion de 600 s. Los registros de las latencias (entrada, escape y
retencion), asi como la aplicacion de los estimulos aversivos se realizaron mediante un

sistema automatizado.

Prueba de extincion. El procedimiento fue similar al realizado en la prueba de retencion,

es decir, sin la administracion de los choques eléctricos, y se realizdé durante 7 sesiones

de extincion (1 por dia) (grupo No-ch n=5, 1.0 mA n=7 y 3.0 mA n=8).

En este proyecto se siguio el siguiente disefio experimental.

Experimento 1. Se midi6 la latencia de retencion de los sujetos 6 h después del
entrenamiento, e inmediatamente después fueron sacrificados y se evalué la densidad y

morfologia de las espinas dendriticas. Se eligié éste lapso de tiempo ya que es el
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tiempo sugerido durante el cual se esta llevando a cabo el proceso de consolidacion de

la memoria (O'Malley et al., 1998).

Experimento 2. Se midié la latencia de retencion a las 24 h después del
entrenamiento, e inmediatamente después los sujetos fueron sacrificados y se evaluo la
densidad y morfologia de las espinas dendriticas. Se eligié este lapso de tiempo ya que

es un tiempo adecuado para estudiar el proceso de memoria de largo plazo.

Por cada tratamiento se usaron los siguientes grupos control:

Grupo control de exploracion, se designé como No Choque (No-Ch). Los sujetos
fueron sometidos al mismo procedimiento que los sujetos entrenados, pero solo
exploraron liboremente ambos compartimientos de la caja sin recibir choque eléctrico,
para descartar que la permanencia y exploracion en la camara de condicionamiento,

por si misma, produjera cambios en las espinas dendriticas.

Grupo control de choque, denominado “Sélo Choque” (Sch 3.0). Los sujetos
fueron colocados en el compartimento de castigo y recibieron un choque eléctrico de
3.0 mA, para determinar si los choques eléctricos, por si mismos, producen cambios en
las espinas dendriticas. El choque se administré durante 8 s, que fue el promedio de

choque que recibieron los grupos entrenados.

Grupo control Bioterio (grupo Bio). Fueron sujetos intactos que no recibieron
ninguna manipulacion conductual y permanecieron en su caja-habitacion hasta el dia

del sacrificio.
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ANALISIS MORFOLOGICO

TINCION DE GOLGI

Una vez que concluyeron los procedimientos conductuales, los sujetos fueron
anestesiados con una dosis letal de pentobarbital sodico (via intraperitoneal) y se
perfundieron intraventricularmente con solucion salina isotonica (NaCl 0.9%). Los
cerebros fueron removidos y colocados en solucion de Golgi-Cox (Anexo 1), donde
fueron almacenados durante 30 dias. Pasado este tiempo se sustituyod la solucion de
Golgi-Cox por una solucion de sacarosa al 30% y asi se mantuvieron durante 3 dias.
Después se procedio a realizar cortes histologicos de 200 um de espesor a la altura de
la Cl, con ayuda de un vibratomo (Campden Instruments, MA752, Reino Unido). El
tejido fue colocado en laminillas gelatinizadas (2%), se colocaron en una canastilla, y
fueron mantenidas en una camara humeda para poder efectuar el proceso de revelado,
que se realizdé en total oscuridad. Inicialmente se hizo un lavado en agua destilada
durante 1 min. Después la canastilla se pasé a un recipiente con hidroxido de amonio y
se mantuvo ahi durante 30 min. Se hizo un lavado con agua destilada durante un
minuto. A continuacién se introdujo durante 30 min en fijador Rapid de Kodak para
pelicula fotografica (dilucidon 1:2 con agua destilada). Pasado este tiempo se lavé con
agua destilada durante 1 min. El siguiente paso fue deshidratar el tejido con las
siguientes concentraciones de etanol: primero 1 min al 70 %; después, 1 min al 95 %,
dos veces 5 min al 100 % y finalmente se dejé 15 min con xileno. Posteriormente se
montaron y fijaron los cubreobjetos con resina sintética (al 60% en Xilol, marca Hycel)
sobre los cortes ya revelados y cubiertos para su secado en la obscuridad durante un

minimo de 14 dias.

CUANTIFICACION DE ESPINAS

La region de la corteza insular se identificd con la ayuda del atlas estereotaxico

del cerebro de rata de Paxinos y Watson (2005) en las coordenadas: 1.2 mm
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anteroposterior (AP); £ 5.5 mm mediolateral (ML); 4.0 mm dorsoventral (DV) con
respecto a Bregma. Una vez ubicada la regién se realizé la cuantificacion de las
espinas dendriticas con ayuda de un microscopio oOptico Optiphot-2 Nikon con el
objetivo de 100x (Plan-Apochromat, NA 0.8) y aceite de inmersion con una reticula
calibrada en el objetivo. Para cada grupo fue analizado un total de 8 cerebros. Por cada
cerebro se evaluaron en total 10 neuronas piramidales, incluyendo tanto del hemisferio
izquierdo como del derecho, de la capa Ill de la corteza insular. Para la cuantificacion
se eligid, de las dendritas basales una dendrita secundaria al azar, que estuviera a 100
pMm de distancia del soma. De la dendrita seleccionada se hizo la cuantificacion de las
espinas que quedaran dentro de un rango de 30 um de longitud (de acuerdo con el
método de Flores y colaboradores ( 2005) y cada espina dendritica fue clasificada de
acuerdo a su morfologia en espinas de tipo cortas, tipo delgadas, tipo hongo y tipo

bifurcada (Figura 7).

10 ym

10 ym

Figura 7. Microfotografia representativa de los tipos de espinas
dendriticas, 100x. A) Tipo cortas; B) tipo delgadas; C) tipo hongo; D)
tipo bifurcada.
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ANALISIS DE DATOS

Para estudiar las latencias de retencion de las siete sesiones de extincion de
cada grupo , se utilizé una prueba de medidas repetidas de Friedman. Para comparar
las latencias de cada nivel de entrenamiento por dia y para comparar las latencias entre

pares de dias, se utilizé como prueba post-hoc la prueba de rangos de Wilcoxon.

Para las latencias de entrada, escape y retencion obtenidas en la prueba de
extincion y de evitacion inhibitoria, se aplicé el analisis de varianza (ANOVA no
paramétrico) de Kruskal-Wallis para detectar diferencias entre los grupos, seguido, en
su caso, de la prueba U de Mann-Whitney para detectar posibles diferencias entre cada

par de grupos.

Se utilizé una prueba de analisis de varianza ANOVA de una via para analizar la
densidad y el tipo de espinas. Para observar las diferencias significativas entre los
grupos, se realizé la prueba post-hoc de Fisher, para detectar posibles diferencias entre
cada par de grupos. Se hicieron dos mediciones relacionadas con las espinas: la
densidad total de espinas que quedaron dentro del rango de 30 pm de longitud descrito
anteriormente, y la proporcién relativa de cada uno de los tipos de espina (razén del
numero de espinas/numero total de todos los tipos de espinas en el rango de 30 ym de

longitud).
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8. RESULTADOS

RESULTADOS CONDUCTUALES

PRUEBA DE EXTINCION

En este trabajo se hizo la prediccion de que las intensidades de 1.0 y 3.0 mA
producirian un nivel moderado e incrementado de entrenamiento, respectivamente.
Para comprobar la certeza de esta propuesta, se procedid a medir la extincion en
grupos independientes de animales entrenados con 0.0 mA (n=5), 1.0 mA (n=7)y 3.0
mA (n = 8). Las latencias de retencion de cada grupo de entrenamiento, durante las 7

sesiones de prueba, se muestran en la Figura 8.

Al realizar una prueba de Friedman se observd que para el grupo de 1.0 mA
hubo diferencias significativas [Q (6) = 27.15, p = 0.0001] a lo largo de las sesiones,
indicando que la latencia de retencion de este grupo fue diferente a lo largo de los dias.
La prueba post-hoc de Wilcoxon mostré que a partir de la cuarta sesion (E4) la latencia
de retencion presento diferencias significativas en comparacién con la sesion 1 (E1) (p
= 0.0156). También se encontraron diferencias significativas entre la primera sesion
(E1) y la ultima sesion (E7) (p = 0.0156). En ambos casos, la latencia de retencién
disminuy6é comparandola con la primera sesion de extincidn (ver figura 8). El analisis del
grupo de 3.0 mA, como se esperaba, no mostré diferencias significativas a lo largo de
las sesiones [Q (6) = 2.107, p = 0.9096], indicando asi que las ratas tuvieron latencias
de retencion semejantes a lo largo de los dias y que aun no se extinguia la respuesta
en el dia 7 (Figura 8). Con respecto al grupo que no recibi6 choque durante el
entrenamiento (No-Ch) se encontr6 que no hubo diferencias significativas entre las
sesiones [Q (6) = 15.77, p = 0.150], el grupo mostro latencias de retencién similares a lo

largo de las siete sesiones (Figura 8).
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Figura 8. Curva de extincion. Medianas con los rangos intercuartiles, de las latencias
de retencion durante las sesiones de extincion (E1- E7) de los grupos entrenados con
0.0 mA (No-Ch,n=5),1.0mA (n=7) 0 3.0 mA (n =7). Se observa que en el grupo de
1.0 mA disminuyd la latencia de retencidn a partir del dia de extincion E4 (* p < 0.05 con
respecto al dia E1). Se muestra también que hay diferencias de las latencias de
retencidn los grupos de 1.0 y 3.0 mA durante todas las sesiones de extincion con
respecto al grupo de No-Ch (p < 0.05). Se aprecia que en el dia 4, 5, 6 y 7 la latencias
de retencion del grupo de 1.0 mA tuvieron una disminucion con respecto al grupo de 3.0
mA (*p < 0.05 % p < 0.001, **p < 0.0001 con respecto al grupo de 3.0 mA).

Con la finalidad de comparar el efecto protector de la intensidad de choque dada
durante el entrenamiento en cada sesion de extincion, se realiz6 una prueba de
Kruskal-Wallis, para ver si existia alguna diferencia entre las medianas de las latencias
de retencion entre los grupos No-Ch, 1.0 mA y 3.0 mA. Se observd que en la sesion 1
hubo diferencias entre las intensidades [H (2) = 14.77, p = 0.0006]; al realizar la U de
Mann-Whitney se encontraron diferencias significativas entre los grupos de No-Ch y de
1.0 mA (p = 0.0025), incluso con respecto al grupo de 3.0 mA (p = 0.0016). En cuanto a
las latencias de retencion, ésta fue menor en el grupo de No-Ch (Figura 8). La
comparacién de las latencias de retencion entre los grupos con 1.0 y 3.0 mA no mostro

diferencias (p = 1.0).
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En la sesion 2 hubo diferencias significativas entre las medianas de las latencias
de retencion de los tres grupos [H (2) = 13.69, p = 0.0011]. La prueba post-hoc mostro
que la latencia de retencion del grupo de No-Ch fue menor que la de los otros grupos (p
< 0.05) (Figura 8). Al comparar las latencias de retencién entre los grupos de 1.0y 3.0
mA no hubo diferencias (p = 0.8040).

En la sesion 3 hubo diferencias significativas entre las medianas de las latencias
de retencion [H (2) = 13.29, p = 0.0013]. La prueba post-hoc mostré que la latencia de
retencidén del grupo No-Ch fue significativamente menor que la de los grupos 1.0 y 3.0
mA (p = 0.0051 y 0.0016 respectivamente) (Figura 8). Al comparar las latencias de

retencion entre los grupos 1.0 y 3.0 mA no hubo diferencias (p = 0.4081).

En la sesion 4 hubo diferencias significativas entre las medianas de las latencias
de retencion [H (2) = 14.71, p =0.0006]. La U de Mann-Whitney mostr6 que la latencia
de retencién entre los grupos No-Ch y 1.0 mA fue significativamente diferente (p =
0.0025), asimismo cuando se comparo el grupo de No-Ch y 3.0 mA se encontré una
diferencia significativa (p =0.0016). En ambos casos la latencia de retencion del grupo
de No-Ch fue menor que la de los otros grupos (Figura 8). Al comparar las latencias de
retencién entre los grupos 1.0 y 3.0 mA se observé una diferencia significativa (p =
0.0124). El grupo de 1.0 mA tuvo una menor la latencia de retencién. Este resultado
indico que a partir de la cuarta sesion de extincién los sujetos del grupo de 1.0 mA

empezaron a extinguir la conducta.

En la sesion 5 hubo diferencias significativas entre las medianas de las latencias
de retencion [H (2) = 16.59, p = 0.0003]. La prueba post-hoc mostré que la latencia de
retencidn entre los grupos No-Ch y 1.0 mA fue significativamente diferente (p = 0.0025),
también cuando se comparé el grupo de No-Ch y 3.0 mA (p = 0.0016). En ambos casos
la latencia de retencion del grupo de No-Ch fue menor que la de los otros grupos
(Figura 8). Al comparar las latencias de retencion entre los grupos 1.0 mA y 3.0 mA se
observaron diferencias significativas (p = 0.0012). El grupo de 1.0 mA disminuyd la

latencia de retencion.

En la sesion 6 hubo diferencias significativas entre las medianas de las latencias

de retencion [H (2) = 17.46, p = 0.0002]. La prueba post-hoc mostré que la latencia de
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retencién entre los grupos No-Ch y 1.0 mA fue significativamente diferente (p = 0.0057),
asimismo se observaron diferencias significativas cuando se comparo el grupo de No-
Chy 3.0 mA (p = 0.0043). En ambos casos la latencia de retencion del grupo de No-Ch
fue menor que la de los otros grupos (Figura 8). En la comparacion de las latencia de
retencion entre los grupos 1.0 mA y 3.0 mA se observaron diferencias significativas (p =

0.0003). El grupo de 1.0 mA disminuy® la latencia de retencion.

En ultima sesidén de extincion (sesion 7) se observaron diferencias significativas
entre las medianas de las latencias de retencion [H (2) = 15.92, p = 0.0003]. La prueba
post-hoc mostré que la latencia de retencién entre los grupos de No-Ch y 1.0 mA fue
significativamente diferente (p = 0.0025), también cuando se compardé el grupo de No-
Chy 3.0 mA (p = 0.0016). En ambos casos la latencia de retencion del grupo de No-Ch
fue menor que la de los otros grupos (Figura 8). La comparacion de las latencia de
retencidén entre los grupos de 1.0 mA y 3.0 mA mostré diferencias significativas (p =
0.0022), indicando de esta forma que el grupo de 1.0 mA disminuyd la latencia de

retencion, en comparacion con el grupo de 3.0 mA.

Con estos resultados pudimos constatar que las ratas entrenadas con 3.0 mA
tuvieron mayor resistencia a la extincion de la conducta de evitacion, ya que se observo
que a partir de la cuarta sesién de extinciéon el grupo de 1.0 mA comenz6 a tener
diferencias en las latencias de retencién con respecto al grupo de 3.0 mA; es decir, el
grupo de 1.0 mA empezd a extinguir la respuesta de evitacién a partir de la sesion 4.
Por lo tanto, se estableci6 como entrenamiento incrementado a la condicion

experimental de usar el choque de 3.0 mA.

PRUEBA DE EVITACION INHIBITORIA (6 O 24 h DESPUES DEL ENTRENAMIENTO)

Una vez establecido que los choques de 1.0 mA y 3.0 mA inducen entrenamiento

moderado e incrementado, respectivamente, se procedié con la prueba de retencion de
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El, evaluada a las 6 h (durante el proceso de consolidacion) después del entrenamiento

(n =15) y evaluada a las 24 h (MLP), después del entrenamiento (n = 15).

a) Latencia de entrada
La prueba de Kruskal-Wallis mostr6 que no hay diferencias significativas en las
medianas de las latencia de entrada entre los grupos de No-Ch, 1.0 mA 'y 3.0 mA a los
que se les midio la retencion 6 h después del entrenamiento [H (2) = 2.812, p = 0.2451],
ni entre los grupos a los que se les midio la retencién 24 h después del entrenamiento
[H (2) = 5.801, p = 0.0550] (Figura 9). Esto indica que los sujetos presentaron actividad
motora similar en la ejecucion de la tarea (entraron al compartimento en tiempos

similares).

E3 No-Ch
£ 1.0mA
£ 3.0mA

Figura 9. La latencia de entrada de los sujetos a los que se les realizé la prueba de
retencidn a las 6 y 24 h. Medianas en s, con rangos intercuartiles, de los grupos
entrenados con 0.0 (No-Ch), 1.0 0 3.0 mA (n = 15/grupo).

a) Latencia de escape

Para la latencia de escape, la prueba Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas
[H (2) 29.37, p = 0.0001] entre los grupos de No-Ch, 1.0 mA y 3.0 mA a los que se les

midid la retencion 6 h después del entrenamiento. La prueba post-hoc, U de Mann-
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Whitney, mostré que hubo diferencias estadisticamente significativas entre el grupo No-
Ch y el de 1.0 mA (p = .0001) y entre el grupo No-Ch y el grupo 3.0 (p = 0.0001). En
ambos casos la latencia de escape fue mayor en el grupo de No-Ch ya que los sujetos
no estaban motivados para regresar (escapar) al compartimento iluminado (Figura 10).
Sin embargo para los grupos 1.0 mA y 3.0 mA no hubo diferencias significativas (p =
0.5895).

En cuanto a latencias de escape entre los grupos de 0.0, 1.0 y 3.0 mA a los que se
les midio la retencidn 24 h después del entrenamiento, la prueba Kruskal-Wallis mostro
diferencias estadisticamente significativas [H (2) = 28.27 p = 0.0001]. La prueba U de
Mann-Whitney mostré diferencias estadisticamente significativas entre el grupo No-Ch y
el grupo 1.0 mA (p = 0.0002), y entre el grupo No-Ch y el grupo 3.0 mA 24 h (p =
0.0002). En ambos casos la latencia de escape fue mayor en el grupo de No-Ch, ya que
los sujetos no estaban motivados para regresar (escapar) al compartimento iluminado
(Figura 10). La comparacion entre los grupos de 1.0 mA y 3.0 mA no mostré diferencias

significativas (p= 0.8325).
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E3 No-Ch
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Figura 10. Latencias de escape. Medianas en s, con rangos intercuartiles, de los
grupos entrenados con 0.0 mA (No-Ch) 1.0 mA o 3.0 mA (n = 15/grupo). Se muestra la
latencia de escape de las ratas a las que se les realizé la prueba de retencion 6 y 24 h
después del entrenamiento. *** p < 0.0001 con respecto al No-Ch.

a) Latencia de retencion

Con la prueba de Kruskal-Wallis se observaron diferencias significativas [H (2) =
37.50, p = 0.0001] entre los grupos de No-Ch, 1.0 mA y 3.0 mA a los que se les midi6 la
retencidn 6 h después del entrenamiento. La prueba U de Mann-Whithey mostro
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo No-Ch y el grupo 1.0 mA (p =
0.0001) y entre el grupo No-Ch y 3.0 mA (p = 0.0001). En ambos casos la latencia de
retencién fue mayor en los grupos que recibieron choque eléctrico, manifestando asi
que las ratas recordaron la tarea (Figura 11). La comparacion entre el grupo 1.0 mA y el

grupo 3.0 mA no mostro diferencias significativas (p = 1.000).

En los grupos a los que les midio la retencion 24 h después del entrenamiento, la
prueba de Kuskal-Wallis también mostré diferencias estadisticamente significativas (H
[2] = 70.12, p = 0.0001). La U de Mann-Whitney mostré diferencias estadisticamente
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significativas entre el grupo No-Ch y el grupo 1.0 mA (p = 0.0001) y entre los grupos
No-Ch y 3.0 mA (p= 0.0001). En ambos casos la latencia de retencién fue mayor en los
grupos que recibieron choque eléctrico, manifestando asi que las ratas recordaron la
tarea (Figura 11). La comparaciéon entre los grupos 1.0 mA y 3.0 mA no mostro

diferencias significativas (p = 1.000).

E2 No-Ch
£ 1.0mA
] 3.0mA

o

Figura 11. Latencias de retencién. Medianas en s, con rangos intercuartiles, de la
latencia de retencion de los grupos entrenados con 0.0 (No-Ch), 1.0 o 3.0 mA (n =
15/grupo) y a los que se les realizd la prueba de retencién a las 6 o0 24 h después del
entrenamiento. *** p < 0.0001 con respecto al grupo de No-Ch.

Por otra parte se realizdé un analisis, usando la prueba de U de Mann Whitney,
para comparar cada una de las latencias obtenidas entre los grupos a los que se les
realizd la prueba de retencidn a las 6 y 24 h, con la finalidad de observar diferencias
entre ellos y constatar si la conducta varia en funciéon al tiempo en el que fueron
probados. Los resultados mostraron que no hubo diferencias entre ninguna

comparacion (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Comparacioén de las latencias de entrada, de escape y de retencion entre los
grupos probados 6 h y 24 h después del entrenamiento.

Latencia de entrada Latencia de escape Latencia de escape
No-Ch 6 hvs. 24 h p=0.2625 p=0.6186 p=0.9009
1.0mAG6hvs.24h p=0.1463 p=0. 5895 p=0.9720
3.0mA6hvs.24h p=1 p=0.6779 p=0.9617

RESULTADOS CONDUCTUALES DE LOS SUJETOS QUE FUERON ANALIZADOS
HISTOLOGICAMENTE

Para realizar la cuantificacion de las espinas dendriticas se seleccionaron solo 8
sujetos de los 15 que tenia cada uno de los grupos del experimento anterior; el criterio
de seleccion fue que los 8 sujetos hubieran mostrado una latencia de retencion maxima
(600 s) (Figura 12). A continuacion se presentan los resultados conductuales obtenidos

de los sujetos seleccionados.

a) Latencia de entrada

La prueba Kruskal-Wallis mostré que no hubo diferencias significativas en la
latencia de entrada [H (2) = 0.3952, p = 0.8207] entre los grupos 0.0 mA (No-Ch), 1.0
mA y 3.0 mA después del entrenamiento, pero si se encontraron diferencias
significativas en la latencia de escape entre los grupos a los que se les realizaria la
prueba de retencion a las 24 h después del entrenamiento [H (2) = 10.12, p = 0.0063].
La U de Mann-Whitney mostré diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
No-Ch y el grupo 1.0 mA (p = 0.0104), y los grupos No-Ch y 3.0 mA (p = 0.0030). Lo
cual nos indica que las ratas de los grupos 1.0 mA y 3.0 mA mostraron menor latencia

de entrada al compartimento oscuro comparado con el grupo de No-Ch (Figura 12-A).
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Figura 12. Medianas en s, con rangos intercuartiles, de los grupos entrenados con 0.0
(No-Ch), 1.0 0 3.0 mA (n = 8/grupo). A) Latencia de entrada. B) Latencia de escape. C)
Latencia de retencion. * p < 0.05, ** p < 0.001, *** p < 0.0001 con respecto al grupo
control. La prueba de retencioén fue realizada a las 6 o 24 h después del entrenamiento,
*** p < 0.0001 con respecto al grupo No-Ch.

b) Latencia de escape

La prueba de Kruskal-Wallis mostré que hubo diferencias significativas [H (2) =
15.42, p = 0.0004] en la latencia de escape entre los grupos No-Ch, 1.0 mA 'y 3.0 mA, a
los que se les realizaria la prueba de retencion a las 6 h después del entrenamiento. La
prueba de U de Mann-Whitney mostré diferencias significativas entre el grupo No-Ch y
el grupo 1.0 mA (p = 0.0002), y el grupo No-Ch y el grupo 3.0 mA (p = 0.0002). Los
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resultados indicaron que las ratas del grupo 1.0 mA y el grupo 3.0 mA no mostraron
diferencias entre ellos y ademas se observé que la latencia de escape al compartimento
oscuro fue menor comparado con el grupo No-Ch, ya que al recibir el choque buscaron
escapar a diferencia del grupo con No-Ch que no sintié ninguna estimulacion aversiva
(Figura 12-B).

Con respecto a los grupos considerados para realizar la prueba de retencion a
las 24 h después del entrenamiento, la prueba Kruskal-Wallis si mostr6 diferencias
significativas entre los grupos [H (2) = 15.45, p = 0.0004]. La prueba de U de Mann-
Whitney indicé diferencias significativas entre los el grupo No-Ch y el de 1.0 mA (p =
0.0002), y los grupos No-Ch y 3.0 mA (p = 0.0002). Las ratas de los grupos 1.0 mA y
3.0 mA no mostraron diferencias significativas entre ellos y ademas mostraron menor
latencia de escape al compartimento oscuro, comparado con el grupo No-Ch,
presentando el mismo comportamiento que las ratas a las que se les realiz6 la prueba 6

h después del entrenamiento (Figura 12-B).

c) Latencia de retencion

La prueba Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas [H (2) = 19.15, p =
0.0001] en la latencia de retencion entre los grupos 0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA, a los que
se les realiz6 la prueba de retencion a las 6 h después del entrenamiento. La prueba U
de Mann-Whitney mostré diferencias entre el grupo No-Ch y el grupo 1.0 mA (p =
0.0002), y entre No-Ch y 3.0 mA (p = 0.0002). Los grupos 1.0 mA y el grupo 3.0 mA

mostraron mayor latencia de retencién comparados con el grupo No-Ch (Figura 12-C).

Con respecto a los grupos que se les realizé la prueba de retencion a las 24 h después
del entrenamiento, la prueba de Kruskal-Wallis mostré cambios estadisticamente
significativos en la latencia de retencion [H (2) = 19.15, p = 0.0001] entre los grupos No-
Ch, 1.0 mA y 3.0 mA. La prueba de U de Mann-Whitney mostré diferencias entre el
grupo No-Ch y el grupo 1.0 mA (p = 0.0002), y entre el grupo No-Ch y el grupo 3.0 mA
(p = 0.0002). Los grupos 1.0 mA y 3.0 mA mostraron mayor latencia de retencion

comparados con el grupo de No-Ch (Figura 12-C).
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RESULTADOS HISTOLOGICOS

GRUPOS CONTROL

Se compararon los grupos control de cada experimento para determinar si hay
diferencias significativas entre ellos y, en caso de no haberla, poder designar a uno de

ellos como control unico, contra el cual comparar todos los grupos experimentales.
1) Controles de espinas totales encontradas en 30 ym

Para la cuantificacion total de espinas a lo largo de 30 um se aplicé una prueba
de analisis de varianza (ANOVA) de una via comparando entre si los grupos Bio, No-Ch
y Sch 3.0 mA, estos grupos realizaron la prueba de retencion a las 6 h después del
entrenamiento y no se encontraron diferencias significativas entre ellos (F (o, 21) =
0.07357, p = 0.9293). Se compararon también los grupos Bio, No-Ch y Sch 3.0 mA,
estos grupos realizaron la prueba de retencion a las 24 h después del entrenamiento y
tampoco se observaron diferencias significativas (F (2, 21) = 2.026, p = 0.1568) (Figura
13).
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Figura 13. Cuantificacién del total de espinas dendriticas encontradas en 30 pm
Promedio + error estandar. La cuantificacion de espinas de la densidad total/30 de los
grupos Bio, No-Ch y Sch 3.0 mA (n= 8/grupo) a los que se les realizd la prueba de
retencion 6 o 24 h después del entrenamiento. No se observaron diferencias
significativas entre los grupos.
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2) Controles de espinas tipo cortas

La prueba de ANOVA de una via mostré que no hay diferencias significativas al
comparar la proporcién de espinas cortas de los grupos de Bio, No-Ch y Sch 3.0 mA,;
estos grupos realizaron la prueba de retencion 6 h después del entrenamiento (F (2, 21)=
0.7919, p = 0.4661). Tampoco se observaron diferencias significativas al comparar los
grupos Bio, No-Ch y Sch 3.0 mA, estos grupos realizaron la prueba de retencion 24 h

después del entrenamiento [F 2, 21y= 0.5105, p = 0.6075] (Figura 14).
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Figura 14. Densidad relativa de las espinas dendriticas tipo cortas de los grupos
control. Promedio + error estandar, la cuantificacion de espinas tipo cortas de los
grupos control Bio, No-Ch y Sch 3.0 mA (n= 8/grupo) a los que se les realiz6 la prueba
de retencion 6 o 24 h después del entrenamiento. No se observaron diferencias
significativas entre los grupos.
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3) Controles de espinas tipo delgadas

La prueba de ANOVA de una via mostré que no hay diferencias significativas [F
@ 21y = 2.711, p = 0.0897] al comparar el promedio obtenido de las espinas tipo
delgadas/total de espinas, entre los grupos control Bio, No-Ch y Sch 3.0 mA que
realizaron la prueba de retencion 6 h después del entrenamiento. Tampoco se
observaron diferencias estadisticamente significativas [F (2, 21) = 0.8480, p = 0.4424] al
comparar los grupos Bio, No-Ch y Sch 3.0 mA que realizaron la prueba de retencion 24

h después del entrenamiento (Figura 15).
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Figura 15. Densidad relativa de espinas tipo delgada de los grupos control. Promedio +
error estandar, la cuantificacion de espinas tipo delgadas de los grupos control Bio, No-
Ch y Sch 3.0 mA (n= 8/grupo) a los que se les realizd la prueba de retencion 6 o0 24 h
después del entrenamiento. No se observaron diferencias significativas entre los
grupos.

4) Controles de espinas tipo hongo

La prueba de ANOVA de un via mostré que no hay diferencias significativas al

comparar el promedio obtenido de la densidad relativa de las espinas tipo hongo [F 2, 21)
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= 2.080, p = 0.1499], entre los grupos control Bio, No-Ch y Sch 3.0 mA; estos grupos
realizaron la prueba de retencion 6 h después de entrenamiento. Tampoco se
observaron diferencias significativas al comparar los grupos Bio, No-Ch y Sch 3.0 mA [F
@ 21 = 1.117, p = 0.3459], estos grupos realizaron la prueba de retencion 24 h despues

del entrenamiento (Figura 16).
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Figura 16. Densidad relativa de espinas tipo hongo de los grupos control. Promedio +
error estandar, de la cuantificacién de espinas tipo hongo de los grupos control Bio, No-
Ch y Sch 3.0 mA (n= 8/grupo) a los que se les realizd la prueba de retencion 6 o0 24 h
después del entrenamiento. No se observaron diferencias significativas entre los
grupos.

5) Controles de espinas tipo bifurcadas

La prueba de ANOVA de una via mostré que no hay diferencias significativas [F
@ 21)= 1.866, p = 0.1795] al comparar el promedio de la densidad relativa de las espinas
tipo bifurcadas, entre los grupos control Bio, No-Ch y Sch 3.0 mA, estos grupos
realizaron la prueba de retencion 6 h después del entrenamiento. Tampoco se

observaron diferencias significativas al comparar los grupos Bio, No-Ch y Sch 3.0 mA [F
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@, 21) =0.08581, p = 0.9181]; estos grupos realizaron la prueba de retencion 24 h

después del entrenamiento (Figura 17).
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Figura 17. Densidad relativa de espinas tipo bifurcadas de los grupos control. Promedio
+ error estandar, la cuantificacion de espinas tipo bifurcada de los grupos control Bio,
No-Ch y Sch 3.0 mA (n= 8/grupo) a los que se les realiz6 la prueba de retencion 6 o 24
h después del entrenamiento. No se observaron diferencias significativas entre los
grupos.

GRUPOS EXPERIMENTALES

Después de realizar el analisis de los grupos control y al no observar diferencias
significativas se eligié el grupo No-Ch para comparar con los grupos experimentales,
debido a que este grupo fue sometido a todas las condiciones del entrenamiento de los
grupos experimentales, excepto por la administraciéon del choque eléctrico. Para este
analisis estadistico se aplic6 un ANOVA de una via, tanto para las ratas que fueron
sometidas a la prueba 6 h después del entrenamiento como las que fueron sometidas a

la prueba 24 h después del entrenamiento.

51



CUANTIFICACION DE ESPINAS TOTALES ENCONTRADAS EN 30 pm

En la cuantificacion del numero de espinas encontradas a lo largo de 30 uym, el
analisis ANOVA de una via revelé que entre los grupos No-Ch, 1.0 mA y 3.0 mA a los
que se les realizé la prueba de retencion 6 h después del entrenamiento no hubo
diferencias estadisticamente significativas [F o) = 2.299, p = 0.125]. Los grupos No-Ch,
1.0 mA y 3.0 mA, a los que se les realiz6 la prueba de retencidn 24 h después del
entrenamiento tampoco presentaron diferencias estadisticamente significativas [F (o) =
2.416, p = 0.113] (Figura18).
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Figura 18. Densidad de espinas dendriticas. Promedio + error estandar, de la densidad
total de espinas encontradas a lo largo de 30 ym de los grupos No-Ch, 1.0 mAy 3 mA
(n= 8/grupo), los cuales realizaron la prueba de retencion a las 6 o0 24 h después del
entrenamiento.

No. Espinas/30 pm
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CUANTIFICACION DEL TIPO DE ESPINAS ENCONTRADAS EN 30 um

Las espinas evaluadas en la cuantificacion total fueron clasificadas de acuerdo a su
morfologia en espinas de tipo corta, delgada, hongo y bifurcadas (Figura 5). Se obtuvo
la proporcion de cada tipo de espinas con respecto al total de espinas, y a continuacion

se muestran los resultados obtenidos.

a) Espinas tipo corta

El calculo de la densidad relativa a partir de la cuantificacion de las espinas tipo cortas
revel6 que no hubo diferencias estadisticamente significativas [F o) = 0.455, p = 0.640]
entre los grupos entrenados con 0.0 mA (No-Ch), 1.0 mA y 3.0 mA, a los que se les
realizé la prueba de retencion 6 h después del entrenamiento. Los grupos entrenados
con No-Ch, 1.0 mA y 3.0 mA a los que se les realizd la prueba de retencion 24 h
después del entrenamiento, tampoco mostro diferencias estadisticamente significativas
[F 2= 0.478, p = 0.626] (Figura 19).
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Figura 19. Densidad relativa de la cuantificacion del tipo de espina corta. Promedio +
error estandar de la proporcion de espinas tipo cortas/total de espinas en 30 ym de los
grupos No-Ch, 1.0 mA y 3.0 mA (n= 8/grupo), los cuales realizaron la prueba de
retencion 6 o 24 h después del entrenamiento.
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b) Espina tipo delgada

El analisis ANOVA revelé que entre los grupos No-Ch, 1.0 mA y 3.0 mA, a los
que se les realizdé la prueba de retencion 6 h después del entrenamiento, no hubo
diferencias estadisticamente significativas en la proporcion de espinas delgadas [F () =
2.815, p = 0.082]. Los grupos No-Ch, 1.0 mA y 3.0 mA a los que se les realiz6 la prueba
de retencion 24 h después del entrenamiento, tampoco mostraron diferencias
estadisticamente significativas [F )= 1.019, p = 0.378] (Figura 20). No hubo diferencias

en la densidad relativa de este tipo de espinas.
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Figura 20. Densidad relativa del tipo de espina delgada. Promedio + error estandar de
la proporcion de espinas tipo delgadas/30 um de los grupos de No-Ch, 1.0 mAy 3.0 mA
(n= 8/grupo), los cuales realizaron la prueba de retencion 6 o 24 h después del
entrenamiento.

Espinas tipo delgadas/Total

c) Espina tipo hongo

Para la densidad relativa del tipo de espina hongo el analisis ANOVA revel6 que
entre los grupos No-Ch, 1.0 mA y 3.0 mA, a los que se les realizd la prueba de
retencion 6 h después del entrenamiento, no hubo diferencias estadisticamente
significativas [F (2) = 0.833, p = 0.448]. Los grupos 0.0 (No-Ch), 1.0 mA y 3.0 mA, a los
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que se les realizd la prueba de retencion 24 h después del entrenamiento, mostraron
diferencias estadisticamente significativas [F (2) = 3.763, p = 0.040] (Figura 21). La
prueba post-hoc Fisher, mostrd diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo No-Ch y el grupo 1.0 mA (p = < 0.05) y entre el grupo 1.0 mA y el grupo 3.0 mA
(p = < 0.05). Los datos indican que hubo un incremento en la densidad relativa de este
tipo de espina en los sujetos entrenados con 1.0 mA y a los que se les realizo la prueba
de retencion 24 h después del entrenamiento, con respecto al grupo No-Ch y 3.0 mA
(Figura 21).
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Figura 21. Densidad relativa del tipo de espina hongo. Promedio + error estandar de la
proporcion de espinas tipo hongo/30 um de los grupos de No-Ch, 1.0 mAy 3.0 mA (n=
8/grupo), que realizaron la prueba de retencion 6 o 24 h después del entrenamiento. *
significa p= < 0.05, con respecto al grupo de No-Ch y 1.0 mA que realizaron la prueba
de retencion 24 h después del entrenamiento.

d) Espina tipo bifurcada

El analisis ANOVA revelé que entre los grupos No-Ch, 1.0 mA y 3.0 mA, a los
que se les realizé la prueba de retencidon 6 h después del entrenamiento, no hubo

diferencias estadisticamente significativas [F () = 2.378, p = 0.117]. Los grupos
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entrenados con 0.0 (No-Ch), 1.0 mA y 3.0 mA, a los que se les realizé la prueba de
retencion 24 h después del entrenamiento, tampoco mostraron diferencias

estadisticamente significativas [F (2= 0.828, p = 0.450] (Figura 22).
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Figura 22. Densidad relativa del tipo de espina bifurcada. Promedio + error estandar de
la proporcién de espinas tipo bifurcadas/30 um de los grupos de No-Ch, 1.0 mAy 3.0
mA (n= 8/grupo), que realizaron la prueba de retencién 6 o 24 h después del
entrenamiento.

9. DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue evaluar si el nivel de entrenamiento moderado o
incrementado en la tarea de evitacion inhibitoria produce cambios en la densidad y el
tipo de espinas dendriticas en neuronas piramidales de la capa lll de la regidon agranular
de la corteza insular. Se propuso que los cambios plasticos podrian subyacer el efecto
protector observado en el sobrerreforzamiento de una tarea aprendida. Para ello se
evaluaron los cambios en la densidad y la proporcién relativa del tipo de espinas

dendriticas de neuronas piramidales de la corteza insular, tanto en condiciones de
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entrenamiento moderado como incrementado y en dos tiempos en los que se realizo la

prueba de retencion (6 o 24 h después del entrenamiento).

Los resultados conductuales de esta tesis muestran que los grupos de ratas
entrenadas presentaban las mismas respuestas motoras y reflejas (latencia de entrada
y escape) al momento del entrenamiento, independientemente del tipo de

entrenamiento al que estuvieron sometidos (moderado o incrementado).

En la prueba de extincidn, los resultados mostraron que las ratas entrenadas con
la intensidad de choque de 3.0 mA, aun no extinguian la respuesta condicionada en el
séptimo dia de la prueba de extincion. Este resultado concuerda con un estudio
realizado por Garin-Aguilar y colaboradores (2012), en el que entrenaron ratas en la
tarea de El con intensidades de choque de 1.0, 2.0 o 3.0 mA y probaron su resistencia
a la extincion. Ellos encontraron que después de 6 sesiones de extincion, las ratas que
fueron entrenadas con el choque de 3.0 mA presentaban una excelente respuesta
condicionada, mientras que las que fueron entrenadas con 1.0 mA, en la sexta sesién
se comportaron como las ratas que no recibieron el choque eléctrico, es decir su
conducta se extinguid totalmente. Estos datos refuerzan la idea de que el
entrenamiento incrementado induce una mayor resistencia a la extincion. En otro
trabajo en el que se aplicaron intensidades de choque de 1.0, 2.0 y 3.0 mA para la tarea
de El, a ratas a las que se les administro lidocaina (para inhibir la actividad eléctrica
neuronal) en la sustancia nigra, el estriado y la amigdala, se observé que con
intensidades bajas (1.0 o 2.0 mA) la lidocaina producia un deterioro en la memoria. Por
el contrario, con el entrenamiento incrementado con 3.0 mA el deterioro no ocurria y por
lo tanto las ratas recordaban la tarea (Salado-Castillo, Sanchez-Alavéz, Quirarte,
Martinez Garcia, & Prado-Alcala, 2011). Los resultados nos llevan a inferir que el
entrenamiento incrementado de 3.0 mA produce un efecto protector contra el deterioro

de la memoria y una alta resistencia a la extincion.

Con respecto a los resultados de la cuantificacion total de espinas, se esperaba
que los sujetos que fueron entrenados en la tarea de El presentarian un incremento en
el numero de espinas con respecto al grupo control, ya que en otros estudios en los que

se utilizé la tarea de El en estructuras como el hipocampo se observé un aumento en la
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densidad de espinas (Doubell & Stewart, 1993; O'Connell et al., 1997; O'Malley et al.,
1998; Stewart & Rusakov, 1995). También se esperaba que los grupos con
entrenamiento incrementado tuvieran un aumento mayor en la densidad de espinas con
respecto al entrenamiento moderado, pues en un estudio reciente, en donde se
cuantifico la densidad de espinas en el estriado, se observd que el entrenamiento
incrementado de la El aumentaba la densidad de espinas dendriticas en esta region
(Bello-Medina et al., 2015). Sin embargo, los resultados que se obtuvieron no
presentaron diferencias estadisticamente significativas, ni en los sujetos a los que se
les realizé la prueba de retencidn a las 6 h, ni a los que se les realiz6 a las 24 h. Estos
resultados podrian estar indicando que la Cl no juega un papel tan importante para la
consolidacion de este tipo de tarea. No obstante, las modificaciones estructurales
pueden agruparse en dos categorias: 1) cambios en la densidad de sinapsis; y 2)
cambios en la sinapsis ya existentes (Bailey & Kandel, 1993). Ademas, se ha propuesto
que una vez que se forman nuevas espinas debido al aprendizaje y conforme pasa el
tiempo, hay una reorganizacion en la que se eliminan viejos contactos sinapticos en las
sinapsis no funcionales, lo cual se refleja en la reduccion del numero total de espinas
dendriticas (Bailey, Kandel, & Harris, 2015). Por lo tanto, el hecho de que no se
observaran diferencias significativas en la densidad total de espinas dendriticas podria
deberse a que las modificaciones estructurales que ocurrieron durante la consolidacion
de la memoria se dieron en espinas pre-existentes, es decir, que las espinas dendriticas
que ya estaban presentes sufrieron cambios en su morfofisiologia, posiblemente
aumentando el tamafo de su cabeza y por lo tanto el de la densidad postsinaptica
(Greenough & Bailey, 1988).

Una vez que evaluamos por separado cada tipo de espina, solamente
encontramos un aumento en las espinas tipo hongo 24 h después del entrenamiento,
pero solo en los sujetos que fueron entrenados con 1.0 mA. Se sabe que las espinas
tipo hongo son el tipo de espinas mas estables, y por lo tanto se les ha asociado a
procesamientos de consolidacién de memoria (Bourne & Harris, 2007; Fu & Zuo, 2011);
por lo que el aumento que se observd en las espinas de este tipo podrian estar
indicando la participacion de la Cl en la consolidacion de la tarea de El en condiciones

de entrenamiento moderado. Esto concuerda con lo observado en un estudio realizado
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por Mufioz-Sanchez en 2012, en el que evalud el efecto protector del entrenamiento
incrementado de la tarea de El contra el efecto bloqueador de la anisomicina en la
corteza insular; sus resultados muestran que en el entrenamiento moderado (1.0 mA) la
consolidacion de la memoria se ve bloqueada y por lo tanto se puede inferir la
participacion de la Cl en la consolidacion de la tarea de EI con entrenamiento
moderado, pero cuando hay un incremento en el entrenamiento (3.0 o 5.0 mA) la
consolidacion ya no se ve bloqueada, por lo que la anisomicina ya no interfiere con la

formacioén de la memoria.

Otro trabajo que nos lleva a pensar en el tipo de participacion que la Cl tiene en
la formacidon de memoria del entrenamiento de la tarea de El, son los datos mostrados
por Fornari y colaboradores (2012), que observaron que si administraban 3 ng de
RU28362 (un agonista del receptor a glucocorticoides) bilateralmente en la ClI,
inmediatamente después de que las ratas fueran entrenadas en la tarea de El (choque
eléctrico 0.75 mA), la retencién de la tarea se incrementaba, con lo cual se infirié la
participacion del receptor a glucocorticoides (GR, por sus siglas en inglés) en la corteza
insular. En este mismo trabajo evaluaron el efecto de la administracién de
corticosterona, (administraciéon subcutanea, en una dosis de 1 mg/kg) sobre la retencién
de la memoria generada por la tarea de El y observaron un incremento en la retencion
de esta tarea. Posteriormente midieron la actividad neuronal de las ratas entrenadas,
por medio de inmunohistoquimica para ver el numero de células positivas que
expresaban pERK1/2 (ERK fosforilada); ellos propusieron estudiar el patron de la
expresion de pERK1/2 ya que ERK (cinasa senalizadora extracelular) es una enzima
que ha sido implicada tanto en la plasticidad neuronal como en la consolidacion de la
memoria. Observaron que el entrenamiento en El incrementaba el numero de neuronas
positivas que expresaban pERK1/2, es decir que la actividad neuronal de la Cl se
incrementd debido al aprendizaje de la tarea de El; pero el grupo experimental al que se
le administré corticosterona (1 mg/kg) inmediatamente después del entrenamiento, tuvo
un decremento en el numero de células positivas que expresaban pERK1/2.
Interpretaron este resultado como que hay una inactivacion de la Cl cuando los niveles
de corticosterona son mas altos, con lo cual ellos proponen que la Cl debe de estar

inactivada para que otra estructura sea la que se encargue del procesamiento de la
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informacion con altos niveles de corticosterona, con esto proponen que el nivel de
glucocorticoides puede activar o inhibir la actividad neuronal de la CI (Fornari et al.,
2012)

Los resultados obtenidos en la presente tesis son consistentes con los de Fornari
y colaboradores ya que hay evidencias de que el nivel de glucocorticoides se
incrementa dependiendo de la intensidad de choque que se aplique en la tarea de El
(Gonzalez-Franco D.A; comunicacion personal, enero de 2015). Por otro lado, se sabe
que en condiciones de estrés se activa el eje Hipotalamico-Pituitario-Adrenal y en
consecuencia hay secrecion de hormonas adrenales como los glucocorticoides (Akirav,
Sandi, & Richter-Levin, 2001). Las ratas en este trabajo se sometieron a un
entrenamiento incrementado, es decir recibieron un estimulo aversivo intenso (choque
eléctrico de 3.0 mA), por lo que podemos inferir que presentaban niveles altos de

corticosterona.

Ademas en el trabajo de Fornari las ratas a las que se les aplicod corticosterona
mostraron un decremento en la expresion de pERK1/2, suprimiéndose la plasticidad
sinaptica y la actividad neuronal. Con base en lo anterior, en los resultados en los que
no observamos cambios significativos en la densidad de las espinas, ni en el tipo de
espinas de sujetos entrenados con 3.0 mA, podriamos sugerir que al no haber ERK
activado no se estan realizando cambios anatdmicos de las espinas. Se conoce que
ERK es uno de los moduladores en los cambios sinapticos, pues fosforila la cortactina,
una proteina de union de actina, la cual promueve la polimerizacién y remodelamiento

de las fibras de actina de las espinas dendriticas (Ikeda et al., 2015).

Lo anterior nos lleva a suponer que la Cl solo estd participando en la
consolidacion de la memoria de la El en condiciones de entrenamiento moderado,
para el caso del entrenamiento incrementado podria ser que otras estructuras son las
encargadas del procesamiento de este tipo de informacion altamente aversiva, y por tal
motivo no se observan cambios significativos en las espinas dendriticas de la Cl. Esto
podria ser explicado con ayuda de la teoria de los sistemas multiples de memoria, pues
a partir de diversos experimentos se ha planteado que un conjunto o varios conjuntos

de estructuras participan ya sea en el aprendizaje de una tarea o en la consolidacién de
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la tarea, o en ambos procesos (McDonald & White, 1993; Rains, 2002). También se ha
planteado la hipotesis de que dependiendo del paradigma de aprendizaje algunas
estructuras seran mas imprescindibles que otras, por ejemplo, diversos estudios han
demostrado que el hipocampo participa en tareas que involucran componentes
espaciales como es el caso del laberinto acuatico (en su version espacial); por su parte,
se ha visto que la Cl es esencial en la tarea de condicionamiento aversivo al sabor
(CAS) (Alves et al., 2013; Braun, Lasiter, & Kiefer, 1982). Por otro lado, se ha propuesto
que se pueden dar dos situaciones en los sistemas multiples de memoria: 1)
cooperatividad y 2) competitividad (McDonald & White, 1993), esta ultima situacién
podria dar respuesta a la inactivacion que se observo en el trabajo de Forani y al hecho
de que solo se observaron cambios en las ratas entrenadas con 1.0 mA. Aparte de la
idea de los sistemas multiples de memoria, hay un modelo que propone que en
condiciones de entrenamiento moderado diferentes estructuras que participan en la
consolidacion de la memoria se encuentran conectadas funcionalmente en serie, por lo
tanto la informacién derivada de una experiencia de aprendizaje es transmitida por
todas las estructuras para llegar a algun centro de integracion. Por el contrario, en
condiciones de entrenamiento incrementado las estructuras que originalmente estaban
conectadas en serie sufren un cambio y se conectan funcionalmente en paralelo. De tal
forma que aunque alguna de las estructuras del circuito no funcione normalmente o
esté danada, la actividad derivada de la experiencia de aprendizaje podra seguir su

trayecto hacia el posible centro integrador (Prado-Alcala et al., 2006).

Ahora bien, si recordamos las conexiones de la corteza insular con otras
estructuras como la amigdala, las cortezas prefrontal, perirrinal y entrorrinal (Augustine,
1996; Miranda & McGaugh, 2004; Nagai et al.,, 2007; Stephani et al., 2011)
probablemente, éstas también estén participando en la regulacion de la consolidacion
de la memoria de la tarea de El y que en condiciones de entrenamiento incrementado,
en el que hay un aumento en los niveles de corticosterona, sean éstas las que se
activen cuando la Cl esta inhibida. Sin embargo, la conexién con la amigdala podria ser
la mas relevante para este trabajo ya que se ha demostrado que la amigdala es
importante para la expresion del condicionamiento al miedo y varias estructuras

cerebrales pueden activar a la amigdala durante la presentacion de un estimulo de
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miedo, entre ellas la Cl (Miranda & McGaugh, 2004). La amigdala recibe aferencias
provenientes de la ClI, por lo que la Cl estaria desempefiando un papel de activacion de
la amigdala para la mediacion de comportamientos motivados por componentes
aversivos. También se ha demostrado que la actividad tanto de la Cl como de la
amigdala son necesarias para la formacién de las memorias aversivas al sabor (Alves
et al., 2013). Al mismo tiempo se ha demostrado que en el procesamiento de
informacion de la tarea de evitacion inhibitoria participan tres estructuras cerebrales
como son el hipocampo (componente espacial), la amigdala (componente aversivo) y el
estriado (componente de procedimiento) (McDonald & White, 1993). Sin embargo, cabe
recordar que la region que se evalu6 fue la region agranular de la Cl y se sabe que
tiene conexiones principalmente con la corteza perirrinal y la corteza lateral entorrinal
(Mathiasen, Hansen, & Witter, 2015), las cuales a su vez se ha visto que tienen

aferencias con la amigdala y el hipocampo (Augustine, 1996).

En el presente trabajo el aumento en la proporcion del tipo de espina hongo, en
las ratas entrenadas con 1.0 mA y a las que se les realizo la prueba 24 h después del
entrenamiento, sugiere que este tipo de espina de la Cl ésta participando en la MLP de
la El en condiciones de entrenamiento moderado, pues sabemos que las espinas hongo
presentan sinapsis mas estables, por lo que se les considera como “espinas de
memoria”. El que no se observara un aumento en condiciones de entrenamiento
incrementado podria sugerir que se activa otra estructura cerebral, aunque seria
importante analizar las demas regiones (granular y disgranular) de la CI para ver el

comportamiento de estas en condiciones de los dos tipos de entrenamiento.

10. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta tesis indican que:

1. Alas 6y alas 24 h, el entrenamiento moderado de la tarea de evitacion inhibitoria
no indujo cambios en la densidad total de espinas dendriticas en la corteza

insular.
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. Alas 6 y las 24 h, el entrenamiento incrementado de la tarea de evitacion
inhibitoria no indujo cambios en la densidad total de espinas dendriticas en la

corteza insular.

. A'las 6 h, el entrenamiento moderado de la tarea de evitacion inhibitoria no indujo
cambios en la densidad relativa de ningun tipo de espina dendritica en la corteza

insular.

. A las 6 h, el entrenamiento incrementado de la tarea de evitacion inhibitoria no
indujo cambios en la densidad relativa de ningun tipo de espina dendritica en la

corteza insular.

. A las 24 h, el entrenamiento moderado de la tarea de evitacion inhibitoria
solamente indujo un aumento en la densidad relativa de espinas dendriticas de

tipo hongo en la corteza insular.

. Alas 24 h, el entrenamiento incrementado de la tarea de evitacién inhibitoria no
indujo cambios en la densidad relativa de ningun tipo de espinas dendriticas en la

corteza insular.

De lo anterior se desprende que:

. Las espinas dendriticas de tipo hongo de la corteza insular estan involucradas en
la memoria de largo plazo de la tarea de evitacion inhibitoria, mediada por un
entrenamiento moderado, pero no estan involucradas en la memoria de largo

plazo mediada por un entrenamiento incrementado.
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12. ANEXOS

Anexol. Solucion de Golgi-Cox (Robbin Gibbs and Bryan Kolb, University of

Lethbridge, Alberta)
Solucién A
37.5 g de KzCr,0O7
750 mL de dH0O caliente
Revolver y calendar la solucion
Solucion B
37.5 g HgCly
750 mL dH0O caliente
Revolver y calentar casi hasta ebullicion
Solucién C
30 g de KyCrO4

600 mL de dH-0 fria

1° Mezclar las tres soluciones junto con 1500 mL de dHO.

2 ° Almacenar en un frasco ambar por 5 dias en completa oscuridad.

3 ° Filtrar y usar.
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