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3. Resumen

La formacion de una memoria de miedo a un contexto es resultado de asociar
un contexto a un evento aversivo (memoria de condicionamiento). A través de la
exposicion repetida al mismo contexto en ausencia del evento aversivo, se forma
una memoria de inhibicion del miedo (memoria de extincion). Sin embargo, esta
extincion del miedo es temporal y con el paso del tiempo el miedo regresa (regreso
del miedo). Las memorias de miedo condicionado dependen de la actividad de un
circuito compuesto principalmente por la amigdala, la corteza prefrontal, y
recientemente se ha involucrado a la habénula. Como la expresién de la memoria
de condicionamiento y de extincidn depende del contexto donde ocurren, la
regulacion del miedo depende fuertemente del hipocampo, estructura que codifica
el contexto. Una particularidad del hipocampo es que genera nuevas neuronas
(neurogénesis) en la vida adulta. Recientemente se reporté que la neurogénesis
hipocampal modifica memorias preexistentes, pero no es claro que funcion tenga
esta modificacion en la conducta de miedo. En este trabajo, investigamos si la
neurogénesis hipocampal es necesaria para el regreso del miedo. Hipotetizamos
que la ablacion de la neurogénesis altera el regreso del miedo al modificar la

memoria preexistente de extincién.

Para probar esta hipdtesis, ratas previamente entrenadas a presionar una
barra para obtener comida, fueron condicionadas al contexto, recibieron
entrenamiento de extincion y una prueba de expresion del miedo, todo en el mismo
contexto. Para probar si la neurogénesis es necesaria para el regreso del miedo, la

bloqueamos utilizando tres sesiones de irradiacion focal de rayos X (IRR). Estas
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sesiones de IRR ocurrieron antes, después o en ausencia del entrenamiento de
extincion. Un mes después del bloqueo de neurogénesis, las ratas recibieron una
prueba de evocacion para evaluar el regreso del miedo. Finalmente, los cerebros
de estas ratas fueron colectados para inmunotincidn. Encontramos que la IRR
después de la extincidn promueve el regreso del miedo, indicado por altos niveles
de inmovilizacién y bajos niveles de palanqueo en comparacion con el grupo control
(no-IRR), durante la prueba de regreso del miedo. En contraste, estos efectos en
los niveles de miedo (inmovilizacién y palanqueo) no se observaron cuando la IRR
ocurrio antes o en ausencia del entrenamiento de extincion, sugiriendo que los
efectos observados son dependientes de extincion. De manera importante,
utilizando la expresiéon de c-Fos como un marcador de actividad neuronal,
encontramos que los altos niveles de miedo encontrados cuando la IRR se realizé
después de la extincion, reduce la actividad neuronal de regiones particulares. Por
un lado, regiones especificas del hipocampo (CA3) y la corteza prefrontal (corteza
infralimbica) fueron regiones que disminuyeron su actividad en el grupo IRR en
contraste con el grupo no-IRR. Esto sugiere que el bloqueo de neurogénesis
después de la extincion promueve el regreso miedo al impedir que se activen
regiones prefrontales necesarias para evocar la memora de extincion. Por otro lado,
la actividad de la habénula lateral en el grupo IRR fue mayor con respecto al grupo
no-IRR, sugiriendo que el bloqueo de neurogénesis promueve el regreso del miedo

al activar una region cerebral implicada en la sefalizaciéon aversiva.

En conclusion, nuestros resultados indican que el bloqueo de la neurogénesis

hipocampal después de la extincion promueve el regreso del miedo, modificando la
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actividad de los circuitos involucrados en la expresién de la memoria de
condicionamiento y de la extincion. Nuestros hallazgos sugieren la posibilidad de
que el bloqueo de neurogénesis después del entrenamiento de extincion debilite la
memoria de extincion y por ello la memoria de miedo prevalece. Nuestra
investigacion puede tener relevancia clinica para tratamientos de desodrdenes
psiquiatricos (fobias, estrés post-traumatico, etc.), en los cuales los pacientes tienen

problemas para inhibir memorias de miedo.
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4. Introduccion

41. Miedo

4.1.1. ;Qué es el miedo?

El miedo es una respuesta adaptativa de defensa ante una situacion de
peligro (Darwin, 1872; Bendesky y Bargmann, 2011). El miedo permite evaluar
situaciones peligrosas y efectuar respuestas adecuadas ante ellas (LeDoux,
2000). Estas respuestas de defensa son  desencadenadas tanto por
mecanismos innatos como aprendidos, (LeDoux, 2012). Un ejemplo de miedo
innato que se observa en la naturaleza, es la relacion presa-depredador. Se ha
observado que en primates, la presencia de sefales parecidas a serpientes o
aranas promueve una respuesta de defensa (Amaral, 2003). No obstante la
mayoria de los miedos se adquieren a través de la experiencia, es decir son
aprendidos (LeDoux, 2000; Bendesky y Bargmann, 2011).

Los animales pueden aprender a asociar factores externos con la
expresion de miedo. Por ejemplo, si una presa bebe agua cerca de un arroyo y
es atacado por algun depredador, el miedo que generara ya no sélo sera innato,
estara sujeto a la experiencia que vivid en aquel lugar, y por lo tanto una
asociacién del arroyo con la mala experiencia generara una respuesta de miedo.
Estos mecanismos, de forma simplificada, se pueden estudiar
experimentalmente en los laboratorios mediante protocolos de condicionamiento

al miedo.
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4.1.2. Condicionamiento al miedo

Cuando un estimulo sin ningun significado se asocia con una
consecuencia aversiva, este adquiere un significado peligroso. Esto es lo que se
conoce como condicionamiento al miedo (LeDoux, 2000). En el
condicionamiento al miedo, un estimulo inicialmente neutro pasa a ser un
estimulo condicionado (EC), cuando se acompafia de un estimulo naturalmente
aversivo conocido como estimulo incondicionado (El). Asi la asociacion del EC
y el El da lugar a una memoria de miedo (LeDoux, 2000; Maren, 2001; 2005).

Uno de los protocolos a los que se recurre con mayor frecuencia, es la
utilizacién de una descarga eléctrica como El. Los animales reciben un choque
eléctrico en las patas después de la presentacidon del EC, este puede ser un
tono, un olor o un lugar (Pavlov, 1927). La finalidad del condicionamiento es que
al presentar repetidas veces el EC seguido del El, los animales tendran miedo
cuando se presente el EC en ausencia del El. Esta herramienta es utilizada
porque se puede ensenar a los animales a tener miedo a ciertos objetos y/o
situaciones para posteriormente evaluar las conductas de expresion de miedo.
Algunas de las conductas de miedo que se manifiestan en el condicionamiento,
son la inmovilizacion, la diminucién de la busqueda de comida, la defecacion y
miccion descontroladas. Cuando se presenta la inmovilizacion, esta se
caracteriza por la ausencia de movimiento, a excepcion del causado por la
respiracion y el movimiento de vibrisas (LeDoux, 2000). La inmovilizacién o
congelamiento, es considerado actualmente la forma estandar de cuantificar la

expresion del miedo (LeDoux, 2000; Maren, 2001). En el condicionamiento al
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miedo, el EC puede variar (Maren, 2008): dentro de los mas utilizados estan el
condicionamiento al tono donde el EC es un estimulo auditivo, también se han
utilizado estimulos gustativos (Garcia et al, 1968) y el lugar donde ocurre la
experiencia como estimulo contextual (Bouton et al. , 2006).

Los estimulos contextuales siempre estan presentes, aunque no sean el
EC per se. Estos estimulos pueden ser el lugar donde se llevd a cabo el
condicionamiento, el momento, el estado de animo, eventos recientes o el paso
del tiempo (Bouton, 2002). Este componente contextual es importante para
expresar la memoria de miedo, debido a que la representacion del lugar donde
algun evento aversivo ocurrid, permite evocar la memoria de miedo (Bouton,
2002; Bouton et al.,, 2006). Por esta razéon es importante considerar el
componente contextual de una memoria de miedo.

Asimismo, el condicionamiento del miedo y su expresion requieren de la
activaciéon de una serie de regiones cerebrales que forman un circuito neuronal.
Los circuitos neuronales relacionados tanto con el aprendizaje como con la
expresion del miedo se conocen relativamente bien. (LeDoux, 2000; Maren,
2001). A continuacién, se describen las regiones cerebrales que componen el

circuito neuronal del miedo (Figura 1).

4 .1.3. Circuito neuronal del miedo

Los paradigmas experimentales de condicionamiento al miedo facilitan la
evaluacion de las estructuras cerebrales que participan en la respuesta de

miedo. Se ha descrito que la amigdala es una estructura importante durante la
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adquisicién, la consolidacion y evocacion de la memoria de miedo (Murphy et al.
, 1991; Maren, 2001; 2003b). Por otro lado, el hipocampo (Phillips y LeDoux,
1994; LeDoux, 2000; Bouton, 2002; Bouton et al., 2006), la corteza prefrontal
medial (CPFm) (Knapska et al. , 2012) y recientemente la habénula (Matsumoto
y Hikosaka, 2007), son regiones involucradas en la expresion de la memoria de
miedo. Cada una de estas estructuras se encarga de reclutar la informacion

necesaria para expresar la memoria de miedo (Figura 1).

7N
PL. <—— ABL —— ACE — Miedo

\Hbl

Figura 1 Circuito de expresion de miedo. El hipocampo (HPC) manda informacion
contextual a la PL que a su vez se comunica con la ABL y Hbl para sefalizar peligro.
Posteriormente la ABL excita a la ACE para dar una respuesta de miedo.

Amigdala. La amigdala se subdivide comunmente en dos regiones
funcionales, la amigdala basolateral (ABL) y la central (ACE) (Maren, 2003a;
Orsini y Maren, 2012). La ABL presenta dos tipos de neuronas, las neuronas
piramidales y las interneuronas GABAérgicas. Las neuronas piramidales son
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glutamatérgicas (excitatorias), presentan forma alargada y con gran densidad de
espinas. Por otro lado, las interneuronas GABAérgicas (inhibitorias) son de
menor tamafio que las piramidales, son delgadas y contienen menos densidad
de espinas. De igual manera, la ACE contiene interneuronas GABAérgicas de
diferentes tipos. Algunas son mas alargadas y con mayor densidad de espinas,
mientras que otras poseen un soma pequefo y menos espinas (Orsini y Maren,
2012).

La ABL recibe informacién sensorial como las descargas eléctricas, asi
como sefales auditivas. Asimismo la ABL recibe proyecciones del hipocampo,
una estructura encargada de integrar la informaciéon contextual (Jin y Maren,
2015). Debido a lo anterior, se ha propuesto que la ABL es la responsable de la
asociacion EC-EIl durante el condicionamiento al miedo (Maren, 2001; Orsini y
Maren, 2012). Ademas, esta estructura es el primer lugar en doénde llega la
informacion del condicionamiento dentro de la amigdala y se realiza la
adquisiciéon de la memoria de miedo. Para que la amigdala efectue una
respuesta, es necesario que la informacion de la ABL pase a al ACE. Cuando la
informacion llega a la ACE, esta puede comunicarse con otras estructuras como
la sustancia gris periacueductal (SGP) o el nucleo paraventricular (NPV) del
hipotdlamo. La actividad de estas estructuras causaran respuestas de miedo
como inmovilizacidon o incremento de la tasa respiratoria, respectivamente
(LeDoux, 2000; Maren, 2001; Orsini y Maren, 2012).

Varios estudios han mostrado la participacién de la amigdala utilizando
paradigmas de condicionamiento al miedo (Jimenez y Maren, 2009). Uno de

estos trabajos mostré que si se lesionaba la amigdala antes de realizar un
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condicionamiento contextual en donde se asociaba un choque eléctrico con un
lugar, los animales lesionados no condicionaban (Blanchard y Blanchard, 1972).
En otra investigacion, animales que habian sido lesionados en la amigdala
presentaron dificultad durante la adquisicion y la retencion de las respuestas de
miedo durante un condicionamiento en donde se asociaba un tono con la
presentacion de un choque eléctrico (Goldstein, 1965). Estos estudios respaldan

la participacidon de la amigdala en las memorias de miedo.

Corteza medial prefrontal. La CPFm es una estructura que presenta una
subestructura importante para la expresion del miedo llamada corteza prelimbica
(PL)(LeDoux, 2000). Varios estudios han demostrado que la actividad de la PL
reduce la expresion del miedo condicionado, no asi el miedo innato, por lo que
siempre que exista miedo condicionado la PL estara activa (Corcoran y Quirk,
2007). Asimismo, se ha demostrado que si se estimula la PL los animales
muestran conductas de miedo como inmovilizacién o supresién de palanqueo
(Vidal-Gonzalez et al. , 2006). Por otro lado, utilizando inmunohistoquimica de c-
Fos, marcador de actividad neuronal (Murphy et al., 1991), se han observado
gran numero de nucleos activos en la PL asociados a expresion del miedo
condicionado (Knapska y Maren, 2009). Ademas de la participacion de esta
corteza en la expresion del miedo condicionado, la PL es una estructura que se
conecta con la BLA para promover las respuestas de miedo. Debido a esto es
que la PL es una regién importante en el circuito de miedo (Sotres-Bayon et al. ,

2012).
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Hipocampo. Durante el condicionamiento no sélo es importante lograr la
asociacion entre el EC-EIl; las sefales contextuales que estan presentes en el
lugar juegan un papel imprescindible durante el condicionamiento. El hipocampo
es la region que integra la informacion contextual durante el condicionamiento
(Ji y Maren, 2007). Esta region es una estructura cerebral que se ubica en el
interior del I6bulo temporal. Es considerado una invaginacion de la arquicorteza
en los mamiferos conformado por el giro dentado (GD) y una estructura llamada
cornu ammonis. Este ultimo se subdivide en varias regiones diferenciadas en
conectividad y citoarquitectura (CA1, CA2 y CA3) (Figura 1) (Amaral y Witter,
1989; Amaral, 1993).

El hipocampo recibe informacion de otras regiones del cerebro por la via
perforante, proveniente de la corteza entorrinal. La informacién llega al giro
dentado y pasa al siguiente relevo que es CA3. Posteriormente la informacion
puede ir hacia CA1 u otras regiones cerebrales. CA1 puede enviar informacion
al subiculo (SUB) y otras zonas del cerebro (Martinez-Canabal, 2013).

CA1 tiene tres principales vias aferentes. La primera son las colaterales
de Schaffer provenientes de las neuronas ipsilaterales de CA3. La segunda, son
las fibras comisurales que se originan en la parte contralateral de CA3. La tercera
via son las provenientes de la corteza entorrinal. Las conexiones eferentes de
CA1, se conectan principalmente con el Subiculo, la corteza entorrinal, la
amigdala, corteza prefrontal medial, el bulbo olfatorio y otras partes del
hipocampo (Amaral y Witter, 1989).

CA2 es una regidn pequefia y muchas veces se le considera parte de

CA3. Ambas estructuras presentan el mismo tipo de neuronas, sin embargo;
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CA2 no presenta stratum lucidum (Amaral y Witter, 1989).CA3 presenta
conexiones aferentes provenientes de las fibras musgosas del GD,
principalmente con conexiones excitatorias. Ademas de estas conexiones,
también recibe aferencias por parte de la corteza entorrinal. Las conexiones
eferentes de CA3 son las que se forman con las colaterales de Schaffer, son
eferencias excitatorias que conectan tanto en CA3 como en CA1 (Amaral y
Witter, 1989) (Figura 2).

El GD contiene la gran mayoria de células excitatorias del hipocampo, y
es el lugar de entrada de informacion principal del hipocampo. Esta zona tiene
restringida la entrada de aferencias debido a que se encuentra rodeada de
piamadre. El GD manda proyecciones a CA3 a través de las fibras musgosas
(Figura 3).Estas conexiones proyectan tanto a CA3 como a la capa molecular

del GD (Amaral y Witter, 1989; Amaral, 1993; Martinez-Canabal, 2013).

Estrato oriens

strato lacunost

Figura 2 Estructura del hipocampo. El hipocampo esta conformado por el giro dentado (GD),
CA3, CA2 y CA1. EI GD presenta dos capas principales, la capa granular y la capa molecular.
Se encuentra rodeado por el estrato radiatum. La regiéon entre el GD y CA3 es el Hilus. El
estrato lucidum delimita a CA3. Por otro lado, el estrato radiatum delimita a CA2 v CA1. Estas
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Figura 3 Conectividad dentro del hipocampo. La principal entrada de informacion del
hipocampo es a través de la via perforante. Esta envia proyecciones hacia el GD y CA3. El
GD se comunica con CA3 por medio de las fibras musgosas. CA3 envia informacion a CA1
a través de las colaterales de Shaffer, que también conecta con si misma.

El GD presenta una caracteristica unica, es una de las zonas del cerebro
que durante la vida adulta puede generar neuronas nuevas en la mayoria de los
mamiferos (Kaplan y Hinds, 1977) y aves (Goldman y Nottebohm, 1983). Las
neuronas nuevas se generan en una zona entre el hilus y la zona granular, la
cual es llamada zona subgranular.

La neurogénesis es un proceso que implica varias fases: division,
proliferacion, maduracion y su posterior integracion al circuito. Estas neuronas
nuevas surgen a partir de células troncales que se dividen asimeétricamente.
Aunque nacen varias células, la gran mayoria mueren pocos dias después de la
division celular. Las células que sobreviven maduran y adquieren el fenotipo de
neuronas o, en esta fase se establecen las conexiones, crecen los axones y las
dendritas. Todo el proceso de neurogénesis, desde que nacen hasta que se
diferencian en neuronas maduras capaces de integrarse en circuitos de memoria
dura entre 4 y 6 semanas (Martinez-Canabal, 2013; Kempermann et al. , 2015).
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Durante la primera semana después de la division las neuronas estan
confinadas en la capa granular; sus dendritas son cortas y estan en la capa
granular ademas, estas no poseen espinas. Posterior a la tercera semana las
neuronas nuevas comienzan a establecer conexiones aferentes, y presentan un
umbral bajo de voltaje para realizar un potencial de accion. A partir de la cuarta
semana, las neuronas completan su maduracion, los axones se conectan con
CA3y las dendritas llegan a la capa molecular del GD, (Martinez-Canabal, 2013)
(Figura 4).

Para detectar la existencia de neurogénesis es muy comun utilizar
marcadores que permitan ver alguna parte del proceso. La Doblecortina (DCX)
es una proteina asociada a microtubulos, su nombre proviene del sindrome de
corteza doble, el cual se caracteriza por la incapacidad de las neuronas nuevas
de migrar. DCX se puede detectar a partir de los 2 dias después de la divisidon
celular y hasta el mes de edad de las neuronas hijas, por lo tanto es un marcador
ampliamente utilizado para cuantificar el numero neuronas nuevas (Brown et al.

, 2003).

@ Célula madre multipotente

@ Célula neuronal progenitora

& Célula post-mitosis

.,
Proliferacion Neuroblasto

Figura 4 Neurogénesis. Una célula madre multipotene da lugar a una célula neural progenitora. Por
division mitoética asimétrica, proliferan las células nuevas. Posteriormente adquieren el fenotipo
neuronal y comienzan a formarse los procesos que daran lugar a las dendritas. Las neuronas inmaduras
migran hacia la capa granular, comienzan a elongarse las dendritas y presentan pocas espinas. Las
neuronas maduras tienen un axoén bien formado y presentan varis espinas. Es en este momento cuando
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El hipocampo es una estructura bastante estudiada dentro de las
neurociencias debido a que es el encargado de asociar las pistas contextuales
durante cualquier evento aversivo (Fanselow, 2000). Los primeros estudios en
donde se realizaron lesiones electroliticas se observd que se afectaba tanto la
adquisicion como la evocacién de la memoria de condicionamiento contextual
(Phillips y LeDoux, 1994; Maren, 1999). Otras investigaciones han encontrado
gue si no es asociado correctamente el contexto durante el condicionamiento, la
adquisicion de la memoria de condicionamiento no se realiza (Fanselow, 1990).
Es por ello que el hipocampo es una estructura importante durante la adquisiciéon
y expresion del miedo.

Como ya se ha mencionado, el hipocampo es una de las estructuras que
durante la vida adulta presenta neurogénesis. Durante varias décadas se ha
estudiado el posible papel que juega este fendbmeno en los procesos de memoria
(Leuner et al. , 2004). Las primeras décadas después del descubrimiento de la
neurogénesis, se creyo que las nuevas neuronas deberian de tener un papel
positivo en la memoria, por ello, si se removia la neurogénesis, los resultados
esperados en la memoria serian negativos. Se ha observado que si se reduce la
neurogénesis usando MAM (acetato de metilazoxymetanol) los animales no
pueden realizar correctamente tareas dependientes de hipocampo (Shors et al.
, 2002b). En otro estudio, usando ratas adultas de 16 meses de edad, en las
cuales la neurogénesis es menor debido a su avanzada edad, muestran
problemas en el laberinto acuatico de Morris (Drapeau et al. , 2003). Un estudio

utilizando irradiacion como método de ablacién de la neurogénesis, encontraron

37



déficits en el condicionamiento contextual al miedo (Snyder et al. , 2005; Winocur
et al. , 2006). De manera opuesta, existen estudios en donde utilizando MAM
para reducir la neurogénesis, no se encontraron efectos en las tareas
dependientes de hipocampo (Shors et al. , 2002a) o en el condicionamiento
contextual (Zhang et al. , 2008).

Ademas de los estudios en dénde se disminuye la neurogénesis, también
se han realizado investigaciones en donde se aumenta el nivel de las neuronas
nuevas para dilucidar el efecto en la memoria. El uso del enriquecimiento
ambiental y el ejercicio, son las técnicas mas comunes para aumentar el nivel
de neurogénesis (van Praag et al. , 1999). Durante varias décadas se ha
establecido que incrementar la neurogénesis tiene efectos positivos en la
memoria. Un estudio en donde se realizé enriquecimiento ambiental antes de
ejecutar un laberinto acuatico de Morris, los animales se desempefiaron de mejor
manera en la tarea e incrementaron el numero de neuronas nuevas (van Praag
etal., 1999). Sin embargo, en otro estudio en dénde se aumenté la neurogénesis
con ejercicio, mostré que los animales se desempefiaban peor en el laberinto

acuatico de Morris (Akers et al. , 2014).

A principios de los 2000s un grupo de investigadores realizaron un
experimento con ratones con una mutacion en el gen PS1, que impide la
generacion de nuevas neuronas. Los animales fueron sometidos a
enriquecimiento ambiental. Se encontré que los animales con la mutacion, en
una prueba en donde se evaluo la memoria de miedo, presentaron mayor miedo

sélo si el enriquecimiento se realizaba después de la adquisicion de la memoria
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del miedo (Feng et al. , 2001). Una década después, se retomo la idea de Feng
de realizar la manipulacion de la neurogénesis después de la adquisicidon de la
memoria. En este nuevo estudio se utilizd6 ablacién de neurogénesis usando
animales transgénicos TK inducibles, estos ratones no podian generar nuevas
neuronas. Los animales fueron condicionados a un contexto y posteriormente se
les aumento la neurogénesis usando ejercicio voluntario. Los animales con
neurogénesis aumentada presentaron menores niveles de miedo, no asi los
transgénicos (Akers et al., 2014)

Todos estos estudios sobre el papel de la neurogénesis en las memorias
dependientes de hipocampo arrojan resultados opuestos y poco claros. Sin
embargo, es evidente que cuando los niveles de neurogénesis son afectados
antes de la adquisicion de la memoria no hay un consenso sobre como la
memoria se ve afectada (Shors et al., 2002b; Snyder et al., 2005; Zhang et al. ,
2016). Por otro lado, cuando se realiza la manipulacién de los niveles de
neurogénesis después de la adquisicion de la memoria, se encuentran efectos
mas robustos en la conducta, como en los estudios ya mencionados (Feng et

al., 2001; Akers et al., 2014).

Habénula. Una de las regiones cerebrales que ha llamado la atencién los
ultimos anos, ha sido la habénula. Una de la razones para considerar a la
habénula, es que es una estructura conservada dentro de todos los vertebrados.
Dentro de los mamiferos, se encuentra en la parte posterior dorsal medial del
talamo y se divide en la habénula lateral medial y la habénula lateral (Hbl)

(Hikosaka, 2010). Ademas, se ha descrito que la Hbl tiene conexiones
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provenientes de la CPFm (Kim y Lee, 2012) las cuales podrian estar mandando
informacion aversiva durante el condicionamiento. Se ha visto que la habénula
se activa cuando un animal esta en presencia de sefales aversivas, como los
choques eléctricos durante el condicionamiento (Matsumoto y Hikosaka, 2007).
Por otro lado, una investigacion encontré que la Hbl esta asociada con la
actividad del hipocampo y que a su vez esto afecta conductas dependientes de
hipocampo. Sin embargo, no existe evidencia anatdmica de que estas
estructuras se conecten (Goutagny et al. , 2013). A pesar de que su papel en las
memorias de miedo no ha sido muy estudiada, un trabajo realizado en pez cebra,
mostré que la inactivacion de la Hbl afectaba las respuestas de miedo
condicionado (Agetsuma et al. , 2010). Debido a toda esta evidencia, es probable
que la habénula sea una estructura que participa para sefalizar informacién

aversiva durante el condicionamiento.

La memoria de miedo nos ayuda a enfrentar situaciones de peligro, sin
embargo, es necesario aprender a distinguir cuando una situacion deja de ser
peligrosa. La memoria de miedo que se genera a partir del condicionamiento
puede ser inhibida. Esta inhibicion consiste en aprender que el EC ya no predice
el evento aversivo, de esta manera formamos una memoria de inhibicion que
compite con la memoria de condicionamiento. Asi como en el laboratorio se
utiliza el condicionamiento para entender la expresion del miedo, existe un
paradigma conductual para entender como inhibimos el miedo llamado extincion

del miedo.
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4.2. Extincion

4.2.1. ;Qué es la extincion?

El miedo, como ya se ha mencionado, es una respuesta adaptativa
importante para mantenernos con vida. No obstante, es importante recordar que
una situacion no siempre sera peligrosa y debemos aprender a inhibir el miedo.
Para estudiar como se aprende a inhibir el miedo existe una herramienta
conductual llamada extincién del miedo (Quirk y Mueller, 2008).

La extinciéon consiste en la repeticion del EC, como contexto, sin la
presencia del El, como un choque eléctrico (Pavlov, 1927). Al terminar con la
sesidon de extincion, cuando los animales estén expuestos al EC, este ya no
causara las conductas de miedo aprendidas durante el condicionamiento. De la
misma forma que en el condicionamiento, cuando un animal se somete al
proceso de extincion, esta formando una memoria nueva que no remplaza la del
condicionamiento (memoria de extincion) (Bouton, 2002). Aunado a esto, se ha
establecido que la extincion es un proceso dependiente del contexto. Cuando se
realiza la extinciéon, el EC ya no predice peligro; sin embargo, esta limitado al
contexto donde se lleve a cabo. Si el EC se presenta fuera del contexto donde
se realizoé la extincidn, este promovera las respuestas de miedo adquiridas
durante el condicionamiento (Maren, 2005; Ji y Maren, 2007).

El lugar y el tiempo donde se realiza la extincion son caracteristicas
contextuales importantes para que se inhiba el miedo. Se ha observado que si
el EC se presenta fuera del contexto de extincién, la memoria de miedo se

expresa, esto se llama renovacion (Bouton, 2004). Otro fendmeno que puede
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suceder es que el El sea presentado fuera del contexto de extincion
promoviendo las respuestas de miedo, esto se llama reinstalacion (Rescorla y
Heth, 1975). Ademas de los dos fendmenos ya mencionados, existe uno mas en
donde el miedo regresa tiempo después de que se haya realizado la extincion,
llamado recuperacion espontanea (Bouton, 2004). Todos estos fenomenos que
presenta la extincion estan asociados al componente contextual temporal y/o
espacial, y a pesar de que la extincion sea exitosa, la memoria de miedo
prevalece sobre la de extincion. Asimismo, estos fendmenos han sido
estudiados exhaustivamente con el fin de encontrar la manera de promover que
la memoria de extincién prevalezca sobre la de condicionamiento. Asi como en
el condicionamiento, en la extincién también existen circuitos que subyacen esta

memoria. Estos circuitos se describiran brevemente a continuacion.

4.2.2. Circuito neuronal de la extincion del miedo

Al igual que en el condicionamiento, la extincion depende de la
comunicacion entre varias estructuras cerebrales. La amigdala, la corteza medial
prefrontal (CPFm) (Sotres-Bayon y Quirk, 2010) y el hipocampo (Ji y Maren,
2007), son estructuras que tienen un rol importante durante la adquisicion,
consolidacion y evocacion de la extincion (Quirk y Mueller, 2008). La interaccion
de estas tres estructuras ha sido ampliamente estudiada, concluyendo que son
necesarias durante el entrenamiento de extincion (Sotres-Bayon et al., 2012).
Por otro lado, la Hbl también ha sido implicada durante la extincion (Zhang et al.,

2016) (Figura 5).
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Figura 5 Circuito de inhibicién del miedo. El HPC manda informacién contextual a la IL
que a su vez se comunica con la Hbl que inhibe las respuestas aversivas. La IL inhibe la
actividad de la ABL para disminuir las respuestas de miedo.

Amigdala. La amigdala es la estructura por excelencia en donde se realiza
la adquisicion de la memoria de condicionamiento, por lo que es la region en
donde se comenzo a estudiar el proceso de extincion (LeDoux, 2000). La ABL
ha sido estudiada ampliamente, y se ha visto que existe una correlacion entre la
actividad eléctrica de la ABL y la presencia del EC posterior a la extincién (Hobin
et al. , 2003). Asimismo, cuando se inhiben los receptores NMDA de la amigdala
se ve afectada la adquisicion y evocacion de la memoria de extincién (Sotres-
Bayon et al. , 2007). No obstante, se ha observado que lesiones de la ABL no
afecta el entrenamiento de extincion (Sotres-Bayon et al. , 2004). Estos estudios
respaldan la participacion de la amigdala durante el entrenamiento de extincion.

La actividad de la amigdala por si sola no es suficiente durante la
extinciéon, es necesaria la comunicacion con otras estructuras. Se conoce que la
amigdala se conecta con la CPFm y el hipocampo para orquestar en conjunto la

adquisicién y expresion de la memoria de extincidon (Ji y Maren, 2007; Sotres-
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Bayon et al. , 2009; Sotres-Bayon et al., 2012). Por lo que es importante

comprender cual es el papel especifico de cada una de estas regiones.

Corteza medial prefrontal. Las investigaciones que se han realizado
acerca de las regiones que participan durante la extincidon, han puesto énfasis
en la CPFm. Recordemos que la PL se ha visto implicada cuando el miedo es
alto, por otro lado; la IL es una region que realiza la actividad opuesta. Se ha
observado que si la IL es inactivada antes de realizar la extincion, los animales
expresan altos niveles de inmovilizacion (Sierra-Mercado et al. , 2006). Otro
estudio establecié que al bloquear los receptores NMDA de la IL disminuye la
tasa de disparo afectando la consolidacion de la memoria de extincién (Burgos-
Robles et al. , 2007). Asimismo, se ha demostrado que la IL se encarga de
modular la actividad entre la ABL y ACE a través de las células intercaladas de
la amigdala (Cl). Las CI se conectan con la ACE que permite inhibir las
respuestas de miedo, siendo necesarias para el aprendizaje de extincion (Likhtik
et al. , 2008; Manko et al. , 2011). Debido a esta evidencia, la IL es una regién
importante para comprender el circuito que subyace la inhibicion del miedo por

medio del entrenamiento de extincion.

Hipocampo. Ademas de la interaccion entre la CPFm y la amigdala, el
hipocampo también se ha visto implicado en la expresion de las memorias de
extincion, debido al componente contextual de la extincion (Fanselow, 2000;
Maren, 2001; Bouton, 2004). La inactivacion del hipocampo dorsal antes de la

extincion impide el aprendizaje de extincion; por lo que afecta tanto la adquisicion
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como la evocacion de la memoria de extincion (Corcoran y Maren, 2004;
Corcoran et al. , 2005).

Como ya se ha mencionado, la neurogénesis es importante en la
modulacién de las memorias dependientes de hipocampo, y es probable que
module las memorias de miedo (Besnard y Sahay, 2016). Un estudio importante
realizado en 2012, en donde se utilizaron animales transgénicos knock-out del
factor de transcripcion ERKS5 inducibles para eliminar la neurogénesis,
observaron efectos en la conducta. Estos animales fueron sometidos a un
protocolo de condicionamiento y posteriormente extinguieron su miedo. Al
realizar una prueba para observar los niveles de miedo, los animales knock-out
presentaron niveles mayores de miedo en comparacion con el control. Esta
investigacion es pionera en el estudio de la neurogénesis hipocampal en
conjunto con la extincién (Pan et al. , 2012).

La revision en la literatura, sugieren que la neurogénesis hipocampal es
importante después de la adquisicion de una memoria dependiente de
hipocampo. Asimismo, para reforzar esta idea, se ha observado que las
neuronas nuevas son capaces de interactuar con las sinapsis preexistentes
(Toni et al. , 2007; Akers et al., 2014), por lo que tiene sentido pensar que la
manipulacion de la neurogénesis hipocampal tiene efecto en la memoria de

miedo después de la adquisicion de esta.

Habénula. La habénula, como ya se ha mencionado, es una estructura
poco estudiada dentro del campo del miedo. No obstante, se sabe que participa

cuando existen sefales aversivas (Matsumoto y Hikosaka, 2007). Por otro lado,
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en pez cebra se ha visto que la Hbl esta implicada en respuestas de miedo
(Agetsuma et al., 2010). Asimismo, un estudio reveld su participacion durante la
extincion, abriendo la puerta a investigar si es una region importante en las

memorias de miedo (Zhang et al., 2016).

Aunque la extincion es un proceso que genera exitosamente una memoria
de inhibicion del miedo, la memoria de miedo siempre es mas fuerte. Como ya
se ha mencionado la extincidon es un proceso dependiente del contexto donde
se lleva a cabo. Cuando se presenta el EC tiempo después de la extincién, este
generara las respuestas de miedo asociadas durante el condicionamiento
(regreso del miedo). Este fendmeno ha sido ampliamente estudiado debido a
que es importante aprender a distinguir cuando un estimulo ya no predice peligro
y es necesario inhibir el miedo. Para abordar este fendmeno, es necesario
entender que a pesar que la memoria de condicionamiento y la memoria de
extincién son moduladas por las mismas estructuras cerebrales, estas memorias
siempre estan en competencia. Tanto el circuito de miedo y no miedo se
encuentran activados en el momento de que la situacién aversiva regresa. Estos
circuitos son los encargados de modular la respuesta de miedo Una manera en
la que se puede observar el regreso del miedo de manera clinica, es a través de

los trastornos psiquiatricos como el estrés post-traumatico.
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4.3. Regreso del miedo: miedo vs inhibiciéon del miedo.

4.3.1. ¢Qué es el regreso del miedo?

Este fendmeno fue estudiado por primera vez por Pavlov (Pavlov, 1927).
El se cuestioné por qué regresaba el miedo a pesar de una exitosa extincién. En
aquellos momentos se creia que la extincion borraba la memoria de
condicionamiento. Sin embargo, si esto fuera cierto, cuando se realiza una
prueba dias después de la extincion, la memoria de extincidn seria la que se
expresaria y no la de condicionamiento. Debido a que son dos memorias
diferentes, existe una competencia entre ellas para inhibir a la otra (Rescorla,
2004; Sotres-Bayon et al. , 2006).

El regreso del miedo tiene importancia clinica, debido a que en sujetos
con desordenes psiquiatricos, como el trastorno por estrés post-traumatico
(TEPT), este fendbmeno se exacerba. EI TEPS es una enfermedad en donde
podemos observar la importancia de aprender a inhibir el miedo. Los sujetos con
TEPT han pasado por una experiencia traumatica y tienden a generalizar su
miedo sin poder inhibirlo. Aunque la terapia de extincion, o de exposicion, se usa
comunmente, el miedo siempre regresa a pesar de las terapias conductuales y
farmacoldgicas (Sotres-Bayon et al., 2006). Debido a esto, se ha planteado
estudiar los circuitos involucrados en este proceso y entender como se modula
esta conducta El circuito que subyace el fenédmeno del regreso del miedo implica
la participacion de las estrucutras involucradas en la expresion e inhibicion del

miedo (Figura 6).
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Figura 6. Circuito de miedo VS no miedo. El circuito de miedo (Rojo) y el de no miedo
(Verde) requiere de la actividad de las mismas estructuras, sin embargo; es la actividad
de la PL o la IL la que sefializa peligro o no. La PL excita la ABL que a su vez excita la
ACE, por otro lado; la IL inhibe la actividad de la ABL.

La amigdala por ser la estructura en donde se lleva a cabo la adquisicion
del miedo, es una region importante en la cual converge la informacion necesaria
para dar una respuesta de miedo o no. La PL, recordemos, es una estructura
qgue se encarga de dar una sefal de miedo a la amigdala, contrario a lo que hace
la IL, que envié una seinal de inhibicion del miedo. Ambas estructuras modulan
la direccion de la respuesta de miedo. Por otro lado El hipocampo, contribuye
con la informacion contextual de la memoria de miedo. Es una regién en donde
se encuentran las pistas contextuales para saber cuando hay o no una situacion
de peligro. Ademas de este papel del hipocampo, cuenta con una caracteristica
imprescindible que es la generacion de neuronas nuevas. A pesar de que se
conoce la existencia de la neurogénesis, no se ha estudiado como podria estar

implicada en fendmenos como el regreso del miedo.
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4.3.2. La neurogénesis hipocampal y su papel en la memoria de miedo.

Debido a la implicacién clinica que tiene el regreso del miedo, se han
planteado varias interrogantes sobre los mecanismos que subyacen este
fendmeno y asi lograr que la memoria de extincion perdure por mas tiempo. Los
estudios realizados para impedir la recuperacion espontanea de miedo, han
utilizado algunas drogas como la d-cicloserina, yohimbina, agonistas de
receptores canabinoides y agonistas de canales de calcio. Sin embargo, ninguno
de estos tratamientos ha arrojado los resultados esperados. (Sotres-Bayon et
al., 2006).

Se sabe que el hipocampo juega un rol importante al momento de evocar
la memoria de miedo. Varios trabajos han observado que si se inactiva el
hipocampo se ve afectada la evocacion de la memoria de miedo previamente
extinguida (Corcoran et al., 2005; Hobin et al. , 2006; Maren y Hobin, 2007;
Zelikowsky et al. , 2014). Todos estos estudios estan basados en el componente
contextual que acompanfa la extincion y el condicionamiento. Ademas, se ha
demostrado que son las conexiones que tiene el hipocampo con la amigdala y
la CPFm las que modulan la expresion de la memoria de miedo asociada al
contexto (Jin y Maren, 2015).

Dada la implicacion del hipocampo durante la extincion del miedo
condicionado y su posterior evocacion, se ha propuesto que la manipulacion de
este podria tener efectos en fendmenos como el regreso del miedo (Maren,
2001; Sotres-Bayon et al., 2006). No obstante, es importante mencionar que la

neurogénesis hipocampal es un fendmeno que no puede evadirse, el cual
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ninguno de los estudios anteriores toman en cuenta. Por ello, en este trabajo se
ha planteado saber si la neurogénesis hipocampal es necesaria en el regreso
del miedo. Dado que los estudios en donde se manipula (incrementan o
disminuyen) los niveles de neurogénesis antes de la conducta (ya sea de miedo
0 no) son poco claros (Kitamura et al. , 2009; Ko et al. , 2009; Pan et al., 2012)
y que las neuronas nuevas pueden interactuar con memorias preexistentes (Toni
et al., 2007; Akers et al., 2014); es probable que la neurogénesis hipocampal
participe después de la adquisicion de la conducta. Asimismo, puesto que el
hipocampo participa tanto en el condicionamiento como en la extincion, puede
estar modulando la competencia entre estas memorias, lo cual tendria gran

importancia en fendmenos como el regreso del miedo.
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5. Planteamiento del problema

EL regreso del miedo es un fendmeno natural que esta exacerbado en
pacientes con desordenes psiquiatricos. Se han utilizado varias maneras para
atenuar el regreso del miedo, pero ninguna con los resultados esperados. Algunos
investigadores han propuesto estudiar ciertas estructuras cerebrales con el fin de
resolver esta problematica. Una de las regiones cerebrales que ha llamado la

atencion durante los ultimos afos ha sido el hipocampo.

El hipocampo es una estructura que participa en los circuitos relacionados
con el miedo, en conjunto con otras estructuras como la corteza medial prefrontal,
la amigdala y la habénula. Ademas, el hipocampo es la estructura donde se crean
las representaciones contextuales de la memoria. Por otro lado, es una de las zonas
del cerebro de los mamiferos, que durante la vida adulta puede generar nuevas
neuronas (neurogénesis). Por esta razén, es una estructura candidata a estudiar
para comprender el regreso del miedo. A pesar de esta inconsistencia acerca del
papel de la neurdgenesis, varios estudios han demostrado que cuando se manipula

el nivel de neurogénesis después de una conducta, esta se ve afectada.

Debido a lo anterior, en este estudio se propuso disminuir los niveles de
neurogénesis para evaluar si existe algun efecto en el regreso del miedo. Para ello,
se establecio realizar la manipulacién antes y después de la extincion para saber en
qué momento la disminucion de la neurogénesis hipocampal afectaba la memoria
de miedo. Ademas, se determiné las regiones cerebrales que se activan durante la

evocacion de la memoria de miedo.
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6. Pregunta de investigacion

¢, Cudl es el efecto de la disminucion de la neurogénesis hipocampal, antes y

después de la extincion sobre el regreso del miedo?

7. Hipotesis

La disminucion de la neurogénesis hipocampal, después de la extincion, afecta el

regreso del miedo.

8. Objetivo

Objetivo General

Determinar si la disminucion de la neurogénesis hipocampal altera el regreso del

miedo; y qué regiones cerebrales se activan durante la respuesta de miedo.

Objetivos Particulares

e Determinar si la ablacion de neurogénesis hipocampal antes de la
extincién, altera el regreso del miedo.

e Determinar si la ablacion de la neurogénesis hipocampal después de la
extincion, altera el regreso del miedo.

e Determinar si la ablacién de neurogénesis hipocampal en ausencia de
extincion, altera los niveles de miedo.

e Identificar las regiones cerebrales involucradas en el regreso del miedo.
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9. Método

9.1. Animales y aparatos

9.1.1. Animales

Se usaron ratas macho Wistar proporcionadas por el bioterio del Instituto de
Fisiologia Celular (IFC) de la UNAM. Las ratas pesaron entre 190-200 g y tuvieron
una edad de aproximadamente 2 meses. Todos los animales, antes de comenzar la
conducta, fueron colocados en cajas de acrilico, en un cuarto con un ciclo de luz-
oscuridad 12/12 horas. Con temperatura y humedad controladas (22 + 2 °C). El
acceso a la comida (Pellets, Biolnvert) y agua fue ad libitum durante los primeros

dias antes de comenzar la conducta.

Los animales estuvieron en el vivario del IFC en cajas-hogar individuales (46
cm x 25 cm x 20 cm) antes de que se llevaran a cabo las manipulaciones de la

neurogenesis.

9.1.2. Equipo conductual

Se utilizaron cajas operantes (Coulbourn Instruments, medidas; Base: 53.3
cm x 34.9 cm x 1.3 cm, Interior: 30.5 cm x 24.1 cm x 21.0 cm y Exterior: 31.8 cm x
25.4 cm x 26.7cm), con piso color verde grisaceo de acrilico liso. También se
utilizaron rejillas con 18 barras metalicas (29.2 cm x 26 cm x 6.1 cm) para realizar e
condicionamiento al Miedo Contextual. La rejilla metalica se conecta con un aparato

que envia la descarga eléctrica (Coulbourn, Precision Animal Shocker). Esta

53



consola se controla directamente por la computadora utilizando el software

Graphicstate 4.

Los animales fueron monitoreados durante cada conducta utilizando el
programa ANY-maze™ (v 4.99, Stoelting Co.), para realizar el analisis conductual
durante el condicionamiento, extincion y pruebas (por ejemplo; inmovilizacion y

numero de palanqueos).

9.2. Manipulacion de la neurogénesis

9.2.1. Irradiacion

Para disminuir los niveles de neurogénesis hipocampal, los animales fueron
irradiados en la Unidad de Radioneurocirugia del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia, en donde se empled un acelerador lineal (Novalis) de 6 MV

(Megavolts) para radioterapia intracraneal (Figura 7).

Previo a la irradiacion se anestesiaron a las ratas usando un coctel de
Ketamina (90 mg/kg) y Xilazina (10 mg/kg). Se monitoreo el ritmo cardiaco usando
un estetoscopio. Una vez que el ritmo cardiaco fue estable, las ratas fueron
colocadas en una base de fijacidn estereotaxica construida para montarse en la
mesa del acelerador lineal. Las ratas control fueron anestesiadas y colocadas en la

base para radiar, sin embargo, no recibieron ninguna IRR.

Para llevar a cabo una irradiacion focalizada al hipocampo, se realizé una
tomografia computarizada craneal de una rata con peso similar al de las ratas que

se usaron en los experimentos. Posteriormente, esta imagen se fusiond con un atlas
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digital de rata que permitié obtener las coordenadas exactas de la localizacion del
hipocampo. Teniendo estos datos, se irradio el hipocampo mediante arcos
circulares, en donde la irradiacion incide en el blanco desde diferentes angulos. Se
empled un colimador circular de 6 mm centrado en el hipocampo y se irradio el
hipocampo de forma bilateral (tres arcos por cada lado). El tratamiento se repitié en
tres fracciones durante 3 dias y en cada fraccion diaria se depositdé una dosis de

5Gy (Greys = J/Kg) a cada lado del hipocampo, sumando una dosis total de 15Gy.

Al concluir la IRR los animales fueron monitoreados para que su ritmo
cardiaco no se desestabilizara y posteriormente se regresaban a su caja-hogar. Al
finalizar las sesiones de IRR los animales fueron colocados por grupos de 2-3 ratas
por caja, y se mantenian en ellas durante 30 dias con acceso libre a comida y agua,

antes de realizar la siguiente parte del protocolo experimental.

Figura 7. Esquema del acelerador lineal para IRR. En el esquema se muestra el acelerador
lineal que se uso para irradiar a las ratas. El lugar donde se encuentra el estereotaxico es donde
se colocaron a los animales para que permanecieran inmoviles durante el proceso. El cabezal de
la mesa es automatizado y se mueve para que el animal esté en la posicién correcta para la IRR.
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9.2.2. Enriquecimiento ambiental

Para aumentar los niveles de neurogénesis, se llevd a cabo un protocolo de
enriquecimiento ambiental. Este consistia en colocar a los animales por grupos de
2-3 ratas en una caja-hogar, proporcionandoles una rueda de acceso libre para que
corrieran en ella, asi como un tubo de plastico (30 cm x 20 cm) que usaban como
tunel y material de madera para roer (Figura 8). Durante este protocolo las ratas

siempre tuvieron acceso libre a comida y agua.
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Figura 8. Ambiente enriquecido. Se representa la caja-hogar en donde vivieron las ratas
durante el enriquecimiento. Se les colocaba una rueda de acceso libre para hacer ejercicio, un
tubo de PVC el cual utilizaban como madriguera y varios objetos de madera para roer.

9.3. Protocolo conductual

9.3.1. Entrenamiento de palanqueo

7.3.1.1 Restriccion de alimento

Los animales fueron entrenados para obtener alimento presionando una palanca.
Para ello, los animales debian ser privados de alimento y la cantidad de comida que
se les daba era controlada (alrededor de 12-15 g por rata) durante todo este
protocolo. El primer dia que eran colocados en su caja-hogar se pesaron para

obtener el peso inicial, posterior a ello se calculaba cual era el 85-90 % de su peso,
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y ese seria el peso blanco al que debian bajar para estar motivados para buscar
alimento. Los animales tardaban entre 4-5 dias en llegar al peso blanco, y siempre
fueron monitoreados para que no tuvieran problemas de salud. El acceso al agua

fue ad libitum.

7.3.1.1 Contexto de palanqueo

El entrenamiento de palanqueo se realiz6 en las cajas operantes, usando un
contexto especifico. Este contexto consistia en piso de plexiglas verde grisaceo,
paredes de metal (dos paredes que se encuentran de manera opuesta), y las otras
dos paredes de plexiglas transparente estaban tapizadas con lineas negras
horizontales o verticales (paredes opuestas). Todo esto se realizé con luz verde

(Figura 9).

Figura 9. Caja operante con contexto de palanqueo. Se muestra la caja de condicionamiento
con la pared posterior tapizadas con lineas negras horizontales, la pared anterior con lineas
verticales. El piso gris oscuro y liso. La luz que se utilizé durante todo el entrenamiento de

7.3.1.1 Entrenamiento

Dia 1 y 2: El primer dia del entrenamiento tenia una duracién de 35 minutos, los

primeros 5 minutos eran para que los animales se habituaran a la caja operante. En
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este primer dia, los animales aprendian a asociar el comedero con la disponibilidad
de pellets de azucar (Dustless Precision Pellets®, 45 mg, Rodent Purifield Diet,
BioServ). Después de lograr esta asociacidon, aprendia que si se acercaban a la
palanca, colocaban una pata sobre de ella o incluso la mordian (Figura 9), los
animales recibian un pellet de azucar (recompensa). Estas conductas eran
reforzadas hasta que por prueba y error los animales aprendian a palanquear por si
solos. El segundo dia duraba 30 minutos, durante este dia los animales que aun no
palanqueaban por si solos, lo intentaban de nuevo. Para reforzar la conducta de
palanqueo los animales fueron entrenados durante los primeros 2 dias en un
programa de reforzamiento de razon fija 1 (RF1). Este reforzamiento consistié en
entregar 1 pellet por cada palanqueo. Los animales fueron sometidos a este

reforzamiento hasta que alcanzaran los 70 palanqueos por 30 minutos.

Dia 3, 4, 5y 6: A partir del tercer dia del entrenamiento, los animales fueron
sometidos a un programa de reforzamiento de intervalo variable (1V), para aumentar
el numero de palanqueo por minuto. Este programa consiste en que el reforzador
sélo estaba disponible en un momento y este era aleatorio. El tiempo en que tarda
en estar disponible el reforzador variaba alrededor de un promedio, es decir; los
intervalos entre cada disponibilidad del reforzador promedian un valor establecido.
Con base en esto, el tercer dia del entrenamiento se sometieron a los animales a
un programa de reforzamiento de IV. Durante los primeros 5 minutos fue RF1, y los
25 minutos restantes de 1V15; este intervalo consiste en que el promedio de la
duracién de lo intervalos, antes de la disponibilidad de alimento, era 15 seg. El

cuarto dia, los primeros 5 minutos eran IV15, y los siguientes 25 minutos eran 1V30;
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el promedio de la duracion de los intervalos previo a la entrega de la recompensa,
era de 30 seg. El quinto dia, los primeros 5 minutos las ratas pasaban por V30 y el
tiempo restante era IV60; el promedio de la duracion de los intervalos era de 60 seg.
El dltimo dia del entrenamiento, el sexto dia, unicamente estaba presente el IV60.
La finalidad del IV fue que los animales llegaran a una frecuencia de palanqueo

establecida, 12-15 palanqueos por minuto.

9.3.2. Condicionamiento al miedo

Al finalizar el entrenamiento de palanqueo, las ratas eran sometidas a un
condicionamiento contextual al miedo (CND). En donde se buscaba que los
animales asociaran un contexto a un evento peligroso. A partir del CND todos los
protocolos conductuales fueron realizados en un contexto diferente al de palanqueo.
Este contexto consistié en un piso de barras metalicas, dos paredes metalicas y dos
paredes de plexiglas transparente sin ningun estampado. La luz en este caso fue
blanca y habia ruido blanco (conjunto de todas las frecuencias sonoras) durante

todo el experimento (Figura 10).

Para lograr asociar este contexto a un evento peligroso, a las ratas se les
sometidé a 5 choques eléctricos en las patas en la caja operante (1mA de intensidad,
2 seq). El condicionamiento tuvo una duracién de 15 minutos, los primeros 5 minutos
no se entregaban las descargas y sirvieron para comparar la conducta de los
animales antes y después de ser condicionados. Los siguientes 10 minutos se
presentaron 5 choques eléctricos aleatoriamente, asi los animales no podian

predecir el momento de la descarga.
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A partir del CND se comenzaron a medir dos conductas para evaluar el
miedo. Uno de los parametros era el palanqueo (usando Graphic State™ para
registrar esta conducta); y el otro la inmovilizacion (usando Any-Maze™ para
registrar esta coducta). La inmovilizacion de una rata se considerd cuando todo el
cuerpo estaba inmoévil con excepcidn de las vibrisas y el térax. Los parametros de
Any-maze para detectar inmovilizacion fueron calibrados utilizando previamente

analisis manual de los videos.

Figura 10. Caja operante, con contexto de condicionamiento. Se muestra la caja donde se
realizaron todas las pruebas conductuales, desde el condicionamiento hasta la prueba 2. Las
paredes posterior y anterior de la caja son transparentes sin ninguin restampado. El piso consiste
en barras metalicas por donde pasa la descarga eléctrica. La luz que se utilizé fue blanca, ademas
de que estuvo presente todo el tiempo el ruido blanco.

9.3.3. Extincion y pruebas

En la extincion (EXT), los animales asociaban el lugar donde previamente se
realizd el CND, como un lugar ahora seguro. Esto se logré colocando a los animales
en el mismo lugar donde se llevé a cabo el condicionamiento durante mas tiempo,

50 minutos, pero sin presentar los choques eléctricos. En este caso también se
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media el palanqueo, que aumentaba con respecto al tiempo, y la inmovilizacién, que

disminuia con respecto al tiempo.

Para asegurarse de que la EXT habia sido exitosa, un dia después de esta
los animales fueron sometidos a una prueba (PBA1) para evaluar la respuesta de
miedo. Esta prueba consistio en colocar a los animales en el lugar donde habia
recibido el entrenamiento de extincion durante 10 min. En esta prueba lo que se
espera observar es que los niveles de miedo fueran muy bajos, reflejados por poca

o nula inmovilizacién y una cantidad elevada de palanqueos.

Se realizé una prueba 2 (PBA2) que al igual que la PBA1, los animales eran
colocados durante 10 minutos en el mismo lugar donde fue realizada la PBA1. Esta
prueba tenia como fin evaluar la memoria de miedo. Los animales eran sacrificados
por perfusiéon 90 minutos después para medir la expresidon de un marcador de
actividad neuronal (c-Fos) o de cantidad de neurogénesis (DCX). Se recuperd su
cerebro y se mantuvo en paraformaldehido 4% para ser analizados usando

Inmunohistoquimica.

94. Experimentos

9.4.1. Experimento Post-Extincion

El experimento Post-Extincion consistid en manipular la neurogénesis
después de la extincion. Se siguid el siguiente protocolo; el dia 1 el
condicionamiento, el dia 2 la extincidon y el dia 3 la prueba 1. Posterior a estos 3
dias se manipulaban los niveles de neurogénesis y se dejaron pasar 30 dias en
dénde los animales estaban en grupos de 2-3 ratas en una caja-hogar, con acceso
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libre a comida y agua. Del dia 31 al 37 los animales fueron privados de alimento
nuevamente, utilizando el mismo método que en el entrenamiento de palanqueo. El

dia 38 se realizé la PBA2, para evaluar la recuperacion espontanea del miedo.

9.4.1.1. Post-Extincion IRR

Para el experimento en donde Unicamente se queria evaluar el efecto de la
disminucidén de la neurogénesis con IRR después de la extincion, se realizo el
siguiente protocolo: el dia 1 se realizd el CND, al siguiente dia la EXT y posterior a
esta se llevo a cabo la PBA1, fueron radiadas el dia 4, 6 y 7, dando un total de tres
sesiones de IRR. Al pasar los dias de IRR, los animales fueron colocados por grupos
de 2-3 ratas en su caja hogar, con acceso libre a comida y agua. Se dejaron pasar
30 dias y el dia 38 se realiz6 una prueba para evaluar recuperacion espontanea del

miedo y pasados 90 min fueron sacrificados por perfusion (Figura 9).

DiA1 DiA 2 DIA3 30 dias DA 38
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Figura 11. Protocolo Post-Extincién IRR. Se muestra el protocolo que se utilizd en este
experimento. Todas las conductas evaluadas fueron realizadas en la misma caja operante. Los
dias en los que se llevo a cabo cada una de las conductas estan sefialados. Asi como los dias
en los que se realiz6 la IRR. El dia 38 en todos los experimentos, siempre se ejecuté la prueba
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9.4.1.2. Post-Extincion IRR/enriquecimiento

Para el experimento IRR/enriquecimiento, posterior al dia 3 de la prueba, las
ratas fueron radiadas el dia 4, 6 y 7, como en el experimento Post-Extincion IRR;
sin embargo, al regresarlas a su caja-hogar, esta estaba acondicionada con un
ambiente enriquecido. Estuvieron en ambiente enriquecido durante 30 dias, el dia
38 se realizd la PBA2 para evaluar recuperacion espontanea del miedo. Pasados

90 minutos los animales fueron sacrificados por perfusion (Figura 12).

DiA 1 DIiA 2 DiA3 30 dias DiA 38
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Figura 12. Protocolo Post-Extincion IRR & Enriquecimiento. Se muestra el protocolo que se
utilizé en este experimento. Todas las conductas evaluadas fueron realizadas en la misma caja
operante. Los dias en los que se llevo a cabo cada una de las conductas estan senalados. Asi
como los dias en los que se realizé la IRR. Después de cada sesion de IRR los animales eran
regresados a su caja-hogar con ambiente enriquecido, y permanecieron en este durante 30 dias.

9.4.2. Experimento Pre-Extincién

El experimento Pre-Extincion consistio en que la manipulacion de la
neurogénesis fue antes de la extincion. Se siguid el siguiente protocolo; el dia 1 era
el CND, al dia siguiente era la primera sesion de IRR, los dias 2, 4 y 6 fueron las
otras sesiones de IRR. Posteriormente se dejaron pasar 30 dias en donde los
animales estaban en grupos de 2-3 ratas en una caja-hogar, con acceso libre a
comida y agua. Cumplidos los 30 dias, se privaban a los animales durante 5 dias.
El dia 36 se realizé la EXT, el dia 37 la PBA1 y finalmente la PBA2 el dia 38, cuando

fueron sacrificados por perfusion 90 min después (Figura 13).

63



<

DIA1 30 dias DIA 36 DIA 37 DiA 38
12 114 D‘f e

90 min
Perfusion =

Figura 13. Protocolo Pre-Extincidn. Se muestra el protocolo que se utilizé en este experimento.
Todas las conductas evaluadas fueron realizadas en la misma caja operante. Los dias en los que
se llevo a cabo cada una de las conductas estan sefalados. Asi como los dias en los que se
realizé la IRR. La IRR se realizé antes de la EXT.

Irradiacién

CND

9.4.3. Experimento No-Extincion

El experimento No-Extincion consistia en que no existia entrenamiento de
extincion. El protocolo que se siguid fue el siguiente: el dia 1y 2 se llevé a cabo el
CND y la PBA1 (la PBA1 se mantuvo para ser consistentes con el numero de
pruebas de los demas experimentos), respectivamente, del dia 3 al 5 los animales
fueron irradiados, posterior a ello pasaron 30 dias en su caja-hogar y el dia 38 se
realizdé la PBA2. Ese dia los animales fueron sacrificados por perfusion 90 min

después de que concluyera la PBA2 (Figura 14).

DiA 1 DiA 2 30 dias DiA 38
D3 D5 D7
\ ‘L l J’ ¢ 90 min
- - Sl Perfusion

Figura 14. Experimento No-Extincion. Se muestra el protocolo que se utilizé en este
experimento. Los dias en los que se llevé a cabo cada una de las conductas estan sefialados. Asi
como los dias en los que se realizo la IRR. Después de la PBA1 se llevd a cabo la IRR, en este
experimento los animales no experimentaron EXT.

Irradiacion

PBA1l PBA2
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9.10. Inmunohistoquimica

9.10.1. Perfusion y preparacion del cerebro

Después de cada PBA2 los animales fueron sacrificados para realizar
Inmunohistoquimica. Pasados 90 minutos después de la prueba 2, los animales
fueron anestesiados usando hidrato de cloral (400 mg/kg, 240mg/mL, Sigma), y
posteriormente fueron perfundidos. Los animales ya anestesiados fueron colocados
en posicidn decubito supino sobre una rejilla metalica. Usando unas tijeras de
diseccion se realizé una incision en la parte medial del térax por debajo del esternon.
Posterior a ello se corté a ambos lados de la caja toracica para levantarla y exponer
el corazén. Inmediatamente después, se tomaba la punta del corazon con una pinza
de diseccion y se insertaba una aguja sin bisel en el ventriculo izquierdo. Esta aguja
estaba conectada con una manguera de perfusion que permitia el flujo de
sustancias, este liquido era impulsado gracias a una bomba de perfusion (Masterflex
L/S, 772400-00, 100 rpm). Con la aguja ya colocada en el corazén, se cortaba la
auricula derecha para permitir que la sangre fluyera. Para limpiar la sangre se
infundieron primero 200 mL de solucién salina 0.9% (Baker), hasta que el liquido
fuera transparente, y posteriormente se infundia 200 mL de paraformaldehido 4%
(Sigma) como fijador. Al terminar con la perfusién, se cortaba la cabeza de larata y

se obtenia su cerebro, el cual se conservo en paraformaldehido 4%.

Los cerebros fueron conservados en paraformaldehido 4% durante al menos
1 semana. Pasado ese tiempo los cerebros se cambiaron a solucion de sacarosa

30% (Sigma, en PBS).
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9.10.2. Preparacién de las secciones

Después de que los cerebros en solucién sacarosa 30% tocaban la base del
envase, se cortaron usando un criostato (CM 1520; Leica) a —20 °C, las rebanadas
de 50 um, se colectaron en cajas de cultivo de 24 o 12 pozos con anticongelante
(40% glicerol, J. T. Baker; 10% etilén glicol, J. T. Baker; en PBS) y permanecieron

guardadas a -20 °C hasta su uso.

9.10.3. Inmunohistoquimica

Para evaluar actividad neuronal y numero de neuronas nuevas, se cuantifico
el numero de neuronas positivas a c-Fos (Murphy et al., 1991) y doblecortina (DCX)

(Brown et al., 2003).

Las rebanadas fueron colocadas en laminillas gelatinizadas (0.1% de Sulfato
de Cromo (lll) Potasio, Sigma; 1% Gelatina comercial Knox) y se dejaron secar toda
la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente las laminillas con el tejido ya seco
y adherido se sumergieron durante 30 minutos en paraformaldehido 4%,
posteriormente las preparaciones se enjuagaron con PBS. A continuacion, las
preparaciones pasaron por un gradiente de alcoholes: alcohol al 75%, después
alcohol 1 100%, posteriormente alcohol 2 100 (J. T. Baker) y finalmente Xileno
(100%, J. T. Baker). El siguiente paso fue pasar por el gradiente de regreso. Al
terminar, las preparaciones se enjuagaron usando PBS. Este proceso permite que

la gelatina se vuelva insoluble y se adhiera perfectamente al vidrio.

Recuperacion de antigeno. Inmediatamente después se realizd la

recuperacion de antigeno. Esto consistia en colocar las preparaciones en una
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solucion de Buffer de citratos (0.01 M, 0.5 % Tween, pH 6 ajustado con NaOH,
Sigma) y someterlas a una olla de presion para desdoblar las proteinas y exponer
el lugar de union del anticuerpo primario. Al terminar, se realizaron 2 lavados de 5

minutos con PBS.

Bloqueos. Después de la recuperacion de antigeno, se bloquearon las
peroxidasas enddgenas usando una solucién de Peréxido 3% (10% de Perdxido de
hidrogeno a 30 % en PBS Sigma). Concluido el bloqueo se lavo el tejido con TBS-
T (0.1M, 0.05% Tween, pH 7.4, Sigma). Después de los lavados el tejido fue
desprendido de las laminillas con ayuda de una navaja y colocado en cajas de
cultivo de 12 pozos, en ellos se llevo a cabo el bloqueo de proteinas (1% Albumina
de Suero Bovina (BSA), santa Cruz Biotechnology; 1% Suero Normal de Cabra
NGS, Jackson, en TBS-T). El bloqueo de proteinas se dejé en agitacién a 120 rpm

(revoluciones por minuto) durante 1 hora.

Anticuerpo primario. Pasado el tiempo de bloqueo se colocé el anticuerpo
primario contra c-Fos o DCX, segun fuera el caso. Para c-Fos la concentracién
usada fue 1:2500: Anti-c-Fos (Ab-5) (4-17) Policlonal de conejo. No. De Catalogo
PC38-1000 UL (Marca MILLIPORE/CALBIOCHEM). Por otro lado para Doblecortina
la concentracion fue de 1:5000: monoclonal en conejo, #4604S 100 UL (Marca Cell
Signaling Technology). El anticuerpo se preparaba en una solucion 1:2 de Bloqueo
de Proteinas y TBS-T 1X. Se dejo incubando en anticuerpo primario durante 48 hrs

a 120 rpm.
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Lavados anticuerpo primario. El segundo dia de Inmunohistoquimica se retir
el anticuerpo primario y se hicieron 6 lavados de 10 minutos con TBS-T 1X. Después
se coloco el anticuerpo secundario; Anti IgG de Conejo, IgG acoplado a Biotina-SP-
AffiniPure (H+L), presentacion de 1.5 mL, JACKSON IMMUNORESEARCH, No. De
catalogo 111-065-144-, a una concentracion de 1:1000 en una solucién 1:2 de

bloqueo de proteinas y TBS-T 1. Se incubo durante 1 hora a 120 rpm.

Complejo Adivina-Biotina (ABC). Al concluir la hora de incubacion del
anticuerpo secundario, se hicieron 6 lavados de 10 minutos con TBS-T 1X, al tercer
lavado se preparo el complejo ABC; kit ABC-peroxidasa Elite VECTASAN® No. De
catalogo PK-6100. Y se dejo agitando a 120 rpm hasta su uso. Posterior a los 6
lavados el complejo ABC fue colocado en los tejidos y se dejo 1 hora a 120 rpm.

Después se realizaron 6 lavados mas con TBS-T.

Revelado. Tras el ultimo lavado, se colocaron las rebanas en pozos limpios
y se colocd 1 mL de solucion de trabajo DAB-Ni (1:60 Ni, 1:60 DAB, 1:4000 H202
en TBS-T) en los pozos. La solucion de trabajo se preparaba tras el penultimo
lavada antes de revelar. Primero se colocaba TBS-T 1X, se vertia el Ni (25 mg/mL,
Sigma), posteriormente el DAB (20mg/mL, Sigma), se agitaba la solucion con ayuda
de un vértex, después se aforaba con TBS-T y por ultimo se afiadid el perdxido
1:4000 (30%, J. T. Baker). La reaccion fue monitoreada a partir de los 5 minutos, se
colocaba una rebanada en una laminilla gelatinizada y se observaba en el
microscopio. Después de tener una buena sefal la reaccién se detenia usando TBS-
T. Para finalizar, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con TBS-T, y permanecieron
en TBS-T hasta ser montadas en laminillas.
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9.10.4. Contratincion

Después del revelado, las rebanadas fueron colocadas en laminillas
gelatinizadas para realizar la contratincion del tejido. Estas se dejaban secar el

tiempo que fuera necesario para que se adhirieran al vidrio.

Las preparaciones ya secas, fueron colocadas en una caja coplin con Verde
de Metilo 1% (p.H. 4.2 ajustado con Buffer de Acetatos 0.1M, J. T. Baker) durante
20 minutos a 120 rpm. Pasado el tiempo, se enjuagaba con agua destilada. Después
fueron colocadas en alcohol al 95%, seguido de alcohol 1 100%, luego a alcohol 2
100% y por ultimo a Xileno 100%. Para finalizar se vertio Permount (Fisher) en las

preparaciones y se les colocé un cubreobjetos.

9.10.5. Analisis de datos

Para DCX, se contaron a mano las neuronas positivas a DCX del giro
dentado. Las secciones se observaban en el microscopio (Nikon Eclipse) y se
realizd el conteo con el objetivo de 40X (N.A. 0.75). Se tomaron fotos con el
programa QCapturePro4 (7.05 v), de toda la rebanada usando el objetivo 1X (N.A.
0.04) y se midi6 el area total del Giro Dentado del Hipocampo, con ayuda del
programa ImageJ (1.48v). Se obtuvo el numero de +DCX por mm?, usando la

ecuacion 1 (Figura 15).

Para el conteo de c-Fos, se tomaron fotografias en el microscopio con el
objetivo 10X (N.A 0.30) de las areas de interés (Giro dentado, CA3, CA1, amigdala
basolateral, amigdala central, corteza prelimbica, corteza infralimbica y habénula),

con ayuda del programa ImagedJ se realizoé el conteo automatizado de las células
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positivas a c-Fos. Se tomaron como parametros; 25-250 ym de circunferencia y 0.6-
1 de circularidad. Posteriormente se midio el area de cada estructura y se obtuvo el

numero de células c-Fos + por um? (Figura 15).

La ecuacién 1 para obtener el numero de células (Figura 15), fue utilizada
para tomar en cuenta el tamano del area para cada foto, de una misma estructura.
Después de obtener el numero de células c-Fos+ o +DCX, se calculaba el area y la
densidad de células por cada foto de una sola rata. El siguiente paso fue sumar
todas las areas de esa estructura por rata, asi se obtuvo el area total.
Posteriormente se multiplicé cada area y la densidad de células, y el producto se
dividio entre el area total. Por ultimo se sumaron todos los cocientes obtenidos.
Posterior al conteo de células, se realizaron graficas usando el programa GraphPad
Prism® (6.01 v) y para analizar si existian diferencias significativas entre grupos, se

realizaron pruebas estadisticas usando Statistica64®© (10 v).

Z [(A?:1)(d?:1)]
Ar

Figura 15 Ecuacion 1; Medias ponderadas para cuantificar c-Fos y DCX. Ecuacién
utilizada para obtener el nimero de células positivas a c-Fos o DCX tomando en cuenta
el area de cada estructura de donde se tomo la foto. A representa cada una de las areas
calculadas para cada foto de una sola estructura para cada rata (As, A2 Az ... An.). Ar
representa el area total, siendo la suma de todas las areas de una estructura. d
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Posterior a obtener las medias ponderadas, se normalizaron los conteos solo para
c-Fos utilizando la Ecuacion 2 (Figura 16), en dénde se toma en cuenta la media y
la varianza de los dos grupos (control; pc e irradiado; uyr). Si el valor obtenido es
positivo, significa que el grupo radiado esta por encima del control, por otro lado, si
el valor es negativo el grupo radiado se encuentra por debajo del grupo control.
Asimismo, se puede observar si es significativa la diferencia si el valor es mayor a

1.8, ya sea positivo o negativo.

Para analizar la conducta de los animales se utilizaron varias pruebas
estadisticas como, ANOVA de dos vias de medidas repetidas, t de Sstudent, y
correlaciones lineales. El tipo de prueba estadistica que se usé esta especificada

en cada figura.

7 — ﬂcz— MRZ
o g
—_ + —_
Uc HUR

Figura 16. Ecuacion 2; Puntuacion Z. Ecuacion utilizada para normalizar los conteos
de c-Fos de las estructuras analizadas. En donde p es el promedio de todos los
animales y o2 es la varianza.
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10. Resultados

10.1. La ablacion de la neurogénesis después de la extincidon
incrementa el regreso del miedo modificando circuitos

hipocampales, corticales y de la habénula lateral.

10.1.1. La IRR después de la extincion incrementa el regreso del

miedo.

El experimento Post-Extincion, consistié en evaluar si la disminucion de
neurogénesis por IRR (IRR), causaba algun efecto en la recuperacion espontanea
del miedo. Para ello se implementd un protocolo conductual en el cual las ratas
asociaran un lugar con un evento aversivo, para asi generar una memoria de miedo
a este contexto. Posteriormente inhibieron su miedo a través de la extincién y se

evaluo el regreso del miedo por medio de una prueba.

Para comenzar, se realiz6 el entrenamiento de palanqueo; una vez que las
ratas concluian exitosamente el entrenamiento (12-15 palanqueos/minuto), daba
inicio el condicionamiento (CND). Para ello las ratas fueron colocadas en las cajas
de condicionamiento (EC) en donde se les dieron 5 choques eléctricos de 1 mA
durante 2 segundos en las patas (El). Estos choques sucedian de manera aleatoria
para que las ratas no pudieran predecirlo. EI CND durd 15 minutos, y los choques
comenzaban a los 5 minutos, durante todo este tiempo estuvo presente el ruido

blanco. Se evalud el porcentaje de inmovilizacién y el numero de palanqueo por
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minuto. Durante los primeros 5 minutos del condicionamiento las ratas
palanqueaban de manera constante sin inmovilizarse. A partir del minuto 5, con la
presentacion del primer choque, las ratas comenzaron a inmovilizarse. El
condicionamiento fue exitoso y la memoria de miedo fue adquirida; se corroboré
que la inmovilizacién con respecto al tiempo fue incrementandose (ANOVA medidas
repetidas F2, 38 = 54.28, p < 0.0001). Por otro lado, el palanqueo decrecié con
respecto al tiempo (Fz2 38 = 32.63, p < 0.0001) al final del condicionamiento la
cadencia de palanqueo se aproximé a 0. Asimismo no hubo diferencias entre grupos
IRR y control (Inmovilizacién F1, 19 = 0.1199, p < 0.7329; Palanqueo F1, 19 = 0.5844,

p = 0.4540) (Figura 15).

Al dia siguiente del condicionamiento se realizd la extincidn. Los animales
fueron colocados en la misma caja de condicionamiento (estimulo condicionado,
EC) durante 50 minutos, la unica diferencia era que no se presentaba el choque
eléctrico (estimulo incondicionado, El). Al evitar la presencia del El, los animales
disminuyeron paulatinamente sus respuestas de miedo (Figura 15). Al paso del
tiempo los animales aprendieron que este lugar ya no representaba peligro;
demostrado por menor inmovilizacion y mayor cadencia de palanqueos.
(Inmovilizacion: Fg, 171 = 5.393, p < 0.0001; palanqueo: Fo, 171 = 24.06, p < 0.0001).
Como en el condicionamiento, aqui tampoco hubo diferencias entre grupos

(inmovilizacion F1,19=0.0006, p = 0.9804; Palanqueo F1, 19 =0.2300, p = 0.6370).

Para saber si la extincion habia sido exitosa y la memoria segura habia sido
adquirida, se llevd a cabo una prueba al dia siguiente (PBA1). En esta prueba, los

animales estuvieron durante 10 minutos en la caja de condicionamiento, sin
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choques. La inmovilizacion era nula o muy baja y los animales palanqueaban
normalmente sin mostrarse diferencias entre grupos (t de Student; Inmovilizacién t19
=0.2850, p=0.7787; Palanqueo t19=0.7777, p = 0.4459). Inmediatamente después
de la prueba se les daba acceso libre a la comida y se colocaban en grupos de 2-3

ratas por caja.

Al siguiente dia de la PBA1, los animales tuvieron su primera sesion de IRR.
Tanto el grupo radiado como control, fueron anestesiados y colocados en la
mascara que las inmovilizaba al momento de colocarlas en el estereotaxico. No
obstante, unicamente las ratas que iban a ser radiadas eran la que pasaban por
todo el protocolo. Se realizaron 3 sesiones de IRR X los dias 4,6 y 8, se dejaron

pasar 30 dias en donde tuvieron acceso libre a agua y comida.

El dia 31 se privaron nuevamente de alimento, para que las ratas estuvieran
motivadas el dia de la prueba de recuperacion espontanea (PBA2). El dia 38 se
llevd a cabo la PBA2. Los animales IRR mostraron no solo recuperacion
espontanea, si no que esta fue mayor de lo esperado. Los animales IRR mostraron
niveles altos de inmovilizacién (t19 = 3.415, p < 0.0029) y menores cadencias de

palanqueo que los animales control (t19= 3.457 p < 0.0026) (Figura 17).
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Figura 17. La IRR X después de la extincion, incrementa el regreso del miedo. Se muestra el cambio entre
el % de inmovilizacién y el nimero de palangqueos por minuto, con respecto al tiempo. En el panel superior
se encuentra graficado el % de inmovilizacién, y en el panel inferior se observa el nimero de
palanqueos/minuto. El dia 1 se realiz6 el CND, el dia 2 la EXT vy el dia 3 la PBAL. Durante la PBA2 los
animales IRR (n = 12) presentaron mayor miedo que los animales control (n = 9). ** p < 0.01.

10.1.2. Evaluacion de la neurogénesis y actividad neural en el circuito

de miedo.

Para evaluar si la IRR afecta la cantidad de neuronas nuevas en el
hipocampo se inmunotifid DCX, que es una proteina asociada a microtubulos. Los
animales IRR muestran tres veces menos células inmunorreactivas a DCX que los
controles (t19 = 8.404, p < 0.0001) lo que muestra el éxito de protocolo de ablacién

de neurogénesis (Figura 16 Ay D).

Ademas de cuantificar en nimero de células inmunorreactivas a DCX, se

hicieron correlaciones lineales con la conducta de la PBA2, y se detectd una relacion
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significativa entre los niveles de neurogénesis y la expresidon del miedo

(inmovilizacion: R =-0.4864, p = 0.0253; palanqueo R = 0.4777, p = 0.0285). Esto

quiere decir que entre menor numero de células +DCX la inmovilizacién es mayor,

por el contrario, si tenemos mayor células +DCX hay menor inmovilizacion (Figura

18 By C).

Sabiendo que la IRR funcioné como método de ablacién de la neurogénesis,

se llevo a cabo el conteo de células inmunorreactivas al gen de expresion temprana

c-Fos. Las estructuras que fueron evaluadas para saber si participaban en el

regreso del miedo fueron; el hipocampo (GD, CA3 y CA1), la amigdala (ABL y Ce),

la corteza prefrontal medial (PL e IL) y la habénula lateral.
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Figura 18. Disminuir la
neurogénesis después de la
extincion, tiene un efecto en la
conducta. A) Se muestra el nimero de
células +DCX/seccién por grupos; los
animales IRR (R; n = 9) muestran
menor numero de +DCX que los
animales control (C; n = 12). ***p <
0.001. B) El % de inmovilizacién con
respecto al nimero de +DCX, muestra
una correlacién negativa; a menor
+DCX se tiene mayor inmovilizacion.
C) El nimero de palanqueo/minuto con
respecto al nimero de +DCX muestra
una correlacién positiva, a menor
+DCX se tiene menor palanqueo. D)
Se muestran imagenes representativas
del GD de un animal control y un
animal irradiado.
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En la capa CA3 del hipocampo, se observé que los animales IRR muestran
menor actividad neural (t15 = 4.220, p = 0.0007) (Figura 17 A.). En las otras dos
regiones del hipocampo no se encontraron diferencias entre IRR y controles; tanto
el GD (t15 = 0.8389, p = 0.4147) como CA1 (t15 = 0.9630, p = 0.3508) (Figura 19 B y

C). Estos resultados sugieren que las neuronas nuevas pueden estar interactuando

2
2
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Figura 19. Disminuir la neurogénesis después de la extincién, disminuye la actividad en
CA. La figura muestra el numero de células c-Fos+ en las tres regiones del Hipocampo; GD, CA3
y CA1. A) El GD no muestra ninguna diferencia en la actividad neuronal entre grupos. B) Los
animales IRR (n=7) muestran menor actividad en comparacién con los animales control (n=10).
***p < 0.001. C) En CA1 no se encontraron diferencias entre los animales IRR y control. D)
Imagenes representativas de CA3 de un animal control en contraste con un animal irradiado.
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con las piramidales de CA3 y de alguna manera esta zona del hipocampo tienen

una papel importante durante la conducta observada.

Las siguientes estructuras que se analizaron fueron las cortezas PLy la IL. A

pesar de que la PL esta relacionada con la expresidon del miedo, no se encontraron

cambios de activacion entre animales IRR y controles (t16 = 0.0972, p = 0.9238)

(Figura 20 A). De manera opuesta, la IL que se ha visto implicada con la inhibicion

del miedo, presentd6 menor actividad en los animales IRR en comparacion con los

animales control (t16 = 2.154, p = 0.0468) (Figura 20 B).

Este resultado sugiere que ambos grupos expresan miedo dado los conteos

en PL, no obstante; parece ser que la actividad de la IL en los animales IRR es la

que promueve que el miedo regrese.
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Figura 20. Disminuir la
neurogénesis después de
la extincién, disminuye la
actividad de la IL. Se
observa el numero de células
c-Fos+ en la CPFm; PL e IL.
A) La corteza PL no presenta
diferencias significativas
entre el grupo radiado (n=8) y
control (n=10). B) Los
animales IRR presentan
menor actividad neuronal, en
comparacion a los controles,
en la corteza IL. *p < 0.05. D)
Imagenes representativas de
IL de un animal control en
contraste con un animal
irradiado.
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Otra estructura importante en la expresion de la memoria de miedo es la
amigdala. Dentro de esta estructura se analizaron los cambios en la expresion de
c-Fos+ en la ABL y ACE (Figura 21 A y B) inesperadamente no mostraron
diferencias entre grupos (ABL; t14 = 0.3649, p = 0.7206, ACE; t13 = 1.192, p =
0.2546). Este resultado sugiere que la amigdala no es la estructura que esta
modulando la conducta observada. Sin embargo, es importante recordar que es una
region implicada en la evocacion de la memoria de miedo, esto explicaria porque no

hay diferencias entre grupos.
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Figura 21. Disminuir la neurogénesis después de la extincién, no tiene efecto en la
Amigdala. Se muestra el numero de células c-Fos+ en la ABA y CeA. A) Tanto los animales IRR
(n=8) como los animales control (n=8), tienen una cantidad similar en el numero de células c-
Fos+., en la ABA. B) La grafica muestra que no se encontraron diferencias entre grupos en la

La habénula lateral (Figura 22) una estructura que participa cuando existen

sefales aversivas, presentdé mayor numero de células c-Fos+ en los animales IRR
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(t1a = 2.214, p = 0.0440) en contraste con los animales control. Lo que podria

significar que esta estructura tiene un papel importante en las conductas de miedo.

A 2. * Figura 22. Disminuir la
NE 3 neurogénesis aumenta la
=, ° actividad de la Hbl. A) Se
o) 8 . )
o muestra el numero de células c-
T 1 : Fos+ en la Hbl. En donde los
a ° animales IRR (n =8) presentan
“5 ° mayor numero de células c-Fos
que en los controles (n = 8). B)

0- C R Imagenes representativas de
expresion de c-Fos de un animal
control in un animal IRR. * p <
0.05.
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Control Irradiado

Para visualizar de mejor manera las diferencias encontradas en c-Fos, y asi
comparar los resultados encontrados en cada area; se normalizaron los datos
utilizando la ecuacion 2. En la Figura 23, se muestran los datos analizados por
estructuras y haciendo distincién entre areas de cada una de ellas. Los colores
indican las diferentes estructuras, y el area sombreada revela si ésta zona es o no
significativa (mayor a 1.96). Ademas, si el valor es positivo, indica que los animales

IRR presentan mayor cantidad de células c-Fos+, que el control. Por otro lado, si el
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valor es negativo, implica que los animales IRR presentaron menor numero de

células c-Fos+ con respecto al control.
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10.2. La ablacion de la neurogénesis antes de la extincion no

tiene efecto sobre el regreso del miedo.

10.2.1. La IRR previa a la extincion no altera el regreso del miedo.

Para determinar si el efecto encontrado en la conducta del experimento Post-
Extincidn, era dependiente del momento en el que se realizaba la manipulacion de
la neurogénesis. Se realizé un experimento en dénde la manipulacion se llevo a

cabo antes de la extincion.

El experimento Pre-Extincién fue disenado exactamente igual que el primer

experimento. Los animales fueron entrenados a palanquear por comida antes de
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someterse al CND. Durante la adquisicion de la memoria de miedo, los parametros
del choque eléctrico, el tiempo y el contexto, fueron los mismos que en el primer
experimento. Después del CND los dias 2, 4 y 6, los animales fueron irradiados;
posteriormente pasaron 30 dias en su caja-hogar con acceso libre a agua y
alimento, vy el dia 31 fueron privados de alimento nuevamente. Para ser
consistentes con el numero de pruebas y los dias en los que se llevo a cabo la
PBAZ2; el dia 36 las ratas fueron sometidas a la EXT, el dia 37 la PBA1 y finalmente
el dia 38 la PBA2. Pasados 90 minutos los animales fueron sacrificados para utilizar

los cerebros en Inmunohistoquimica.

El dia 1 (Figura 22) del experimento los animales condicionaron
exitosamente, siendo la inmovilizacion (Fz, 22 = 108.6, p < 0.0001) y el palanqueo
(F2, 22 = 85.39, p < 0.0001) significativos con respecto al tiempo, mostrando que la
memoria de miedo habia sido adquirida. Asimismo no hubo diferencias significativas
entre grupos (Inmovilizacién F1, 11 = 0.0087, p = 0.9271; Palanqueo F1,11=1.248, p
= 0.2877). Posterior a la IRR, se realiz6 la EXT el dia 36, los animales mostraron
una exitosa disminucién del miedo, siendo la inmovilizacion menor con respecto al
tiempo (Fg, 99 = 4.080, p = 0.0002) y el palanqueo (F9, 99 = 7.884, p < 0.0001)
aumentaba con respecto al tiempo. Asimismo no se encontraron diferencias entre
grupos (Inmovilizacién F1, 11 = 0.1145, p = 0.7415; Palanqueo F1, 11 = 0.5376, p =
0.4788). Al siguiente dia se realizé la PBA1, en donde tampoco hubo diferencias
entre grupos (Inmovilizacion t11 = 0.1134, p = 0.09117; Palanqueo t11= 0.9197, p =

0.3774). La PBA2, realzada el dia 38, tampoco mostré diferencias entre grupos
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(Inmovilizacién t11 = 0.8820, p = 0.3966; Palanqueo t11= 1.099, p = 0.2951) (Figura

24).

Estos resultados muestran que si se disminuye la neurogénesis antes de
llevar a cabo el entrenamiento de extincion, no se promueve la recuperacion del
miedo. Sugiriendo que es necesario que existan la memoria de extinciéon y
condicionamiento antes de que se manipule la neurogénesis para que esta tenga

efecto.

Dia 1 Dia 36 Dia 37 Dia 38
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é ‘® Irradiadas
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Figura 24. La IRR X antes de la extincién, no incrementa el regreso del miedo. Se muestra
el cambio entre el % de inmovilizacion y el nimero de palanqueos por minuto, con respecto al
tiempo. En el panel superior se encuentra graficado el % de inmovilizacion, y en el panel inferior
se observa el numero de palanqueos/minuto. El dia 1 se realizd el CND, el dia 36 la EXT y el dia
37 la PBA1. Posterior al CND se realiz6 la IRR X, sin embargo durante la PBA2, tanto los animales
IRR (n=6) como control (n=7) se comportaron igual.
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10.2.2. La ablacién de la neurogénesis no se relaciona con la

expresion del miedo.

Para este experimento también se cuantificaron las células inmunorreactivas
a DCX, para corroborar que la IRR habia disminuido el nimero de neuronas nuevas
en el giro dentado del hipocampo (t11 = 4.829, p < 0.0005) (Figura 25 A). Los niveles
de inmovilizaciény (R=0.3187, p = 0.2884) y la cadencia de palanqueo (R = 0.3506,
p = 0.2402) (Figura 25 B y C) no mostraron correlacion con el numero de células

+DCX.

ueo/minuto
[ ]

600'| 80'|

Figura 25. La IRR X antes de la extincién disminuye la neurogénesis, sin efecto en la
conducta. A) Se observa que los animales IRR (n=7) presentan menor nimero de células +DCX
con respecto a los animales control (n=6) ***p < 0.001. B) En esta figura se observa que no existe
correlacion entre la neurogénesis y la inmovilizacion. C) Al igual que la inmovilizacion, el
palanqueo tampoco muestra una correlaciéon con la neurogénesis.
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10.3. La ablacién de la neurogénesis no afecta los niveles de

miedo.

10.3.1. La IRR en ausencia de extincidn no afecta los niveles de

miedo.

Posterior a los dos experimentos en donde la manipulacion de la
neurogénesis cambiaba de temporalidad, nos preguntamos si la IRR seria suficiente
para modificar los niveles de miedo observados en la PBA. Para ello se elabor6 un

experimento en dénde los animales no aprendieron a extinguir su miedo.

El experimento No-Extincion presentaba el CND y las dos pruebas, sin
embargo, no se realizé la EXT. Antes de iniciar el experimento, los animales
aprendieron a presionar una palanca en busca de comida, como en los
experimentos anteriores. El dia 1 del experimento los animales fueron
condicionados usando los mismos parametros de intensidad y tiempo del choque
eléctrico. Al siguiente dia se realizo la PBA1, la cual corresponderia a la prueba para
corroborar que la extinciéon habia sido exitosa. Al dia siguiente las ratas recibieron
su primera sesion de IRR X. Pasados los 30 dias se privaron de alimento y el dia

38 se llevd a cabo la PBA2.

El CND, como se observa en (Figura 26), fue exitoso. La inmovilizacion
aumento (F2,24=42.33, p < 0.0001) y la cadencia de palanqueo aumento (Fz, 24 =
57.03, p < 0.0001) con respecto al tiempo. Ademas se corroboré que no existian
diferencias entre grupos (Inmovilizacion F1, 12 = 0.0350, p = 0.8546; Palanqueo F1,

12 = 0.6583, p = 0.4336). Al dia siguiente se realiz6 la PBA1, en donde no se
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encontraron diferencias entre grupos (Inmovilizacion ti2 = 0.0079, p = 0.9938;

Palanqueo t12=0.2180, p = 0.8311). Los dias 3,5y 7 las ratas fueron sometidas a

IRR, pasados los 30 dias se realizo la PBA2. En esta ultima prueba tampoco se

encontraron diferencias entre grupos (Inmovilizacion ti2 = 0.0098, p = 0.9923;

Palanqueo ti2=0.3186, p = 0.7555).

Los resultados encontrados en este experimento, sugieren que la IRR no

promueve los niveles de miedo observados en el experimento Post-Extincion, por lo

que el efecto observado en dicho experimento es dependiente de extincién. Este

resultado indica que es necesaria la existencia de la memoria de condicionamiento

y la de extincién para que la ablacién de la neurogénesis tenga efecto.

Dia1 Dia?2 Dia 38
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M irradiadas
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Radiacién

30 dias 407

5 10 15
minutos

CND PBA1 PBA2

Figura 26. Si no existe extincion,
laIRR no incrementa el regreso
del miedo. Se muestra el cambio
entre el % de inmovilizacion y el
numero de palanqueos por
minuto, con respecto al tiempo. En
el panel superior se encuentra
graficado el % de inmovilizacion, y
en el panel inferior se observa el
numero de palanqueos/minuto. El
dia 1 serealizo el CND, el dia 2 la
PBA1. Posterior a la PBA1 se
realizé la IRR X, sin embargo
durante la PBA2, tanto los
animales IRR (n = 7) como control
(n=7) se comportaron igual, no se
incrementd el miedo.
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10.3.2. La ablacion de la neurogénesis en ausencia de extincion, no

correlaciona con la conducta.

Para corroborar que el efecto encontrado en este experimento es
dependiente de la manipulacién, los cerebros de los animales fueron inmunotefidos
para deteccion de DCX. Los animales IRR presentaron menor numero de células
+DCX (t11=4.472, p = 0.0009); comprobando que la IRR disminuyé la neurogénesis
(Figura 25 A). Ademas de los conteos, se hicieron correlaciones entre el numero de
células +DCX y la conducta. Como se esperaba, la disminucion de la neurogénesis
no correlacioné con la conducta. La inmovilizacion no arrojo relacion alguna (R =0,
p = 0.9967) ni el palanqueo (R = 0, p = 0.8160). Por lo que se concluye que los
niveles de miedo observados en este experimento se comportan
independientemente del numero de nuevas neuronas (Figura 27 B y C). Este

resultado implica que a pesar que la IRR fue exitosa, la ablacion de la neurogénesis
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no esta afectando la conducta, comprobando que el efecto observado en el primer

experimento es dependiente de extincion.

10.4. La ablacion de neurogénesis en animales con

neurogenesis incrementada, promueve el regreso del miedo.

10.4.1. La IRR en animales enriquecidos afecta el regreso del miedo.

Después de los resultados obtenidos con IRR, nos preguntamos si los
resultados obtenidos en el primer experimento eran dependientes del menor
numero de neuronas nuevas. Para responder esta pregunta se utilizé el protocolo
Post-Extincidn, en el cual los animales no sélo fueron sometidos a IRR X, sino que

estuvieron en un ambiente enriquecido con el fin de aumentar la neurogénesis.

Antes de comenzar los experimentos, los animales aprendieron a presionar
una palanca para obtener comida. Después de este entrenamiento, las ratas fueran
condicionadas. Tanto la inmovilizacion (F2, 28 = 178.7, p < 0.0001) como el
palanqueo (F2, 28 = 36.14, p < 0.0001) se modificaron respecto al tiempo. Lo que
mostré un condicionamiento exitoso sin que hubiese diferencias entre grupos

(Inmovilizaciéon F1, 14 = 4.495, p = 0.0524; Palanqueo F1,14=0.0234, p = 0.8806).

Al dia siguiente los animales fueron sometidos al entrenamiento de extincion,
en dénde no hubo diferencias entre grupos (Inmovilizaciéon F1, 14 = 0.8559, p =
0.3706; Palanqueo F1,14 = 2.271, p = 0.1540). Asimismo, la extincion fue exitosa

pues la inmovilizacion disminuyd (Fo, 126 = 5.122, p < 0.0001) y el palanqueo aumento
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(Fo, 126 = 11.18, p < 0.0001) con respecto al tiempo. Posteriormente se llevé a cabo
la PBA1, mostrando que la extincién habia sido exitosa y no habia diferencia entre

los grupos (Inmovilizacién t14= 1.259, p = 0.2286, palanqueo t14= 0.4568, p = 0.6548)

Después de la PBA1, los animales fueron IRR y todos ellos colocados en
sus cajas-hogar con enriquecimiento ambiental. Recibieron dos sesiones mas de
IRRIRR los dias 6 y 8, y pasaron durante 30 dias en enriquecimiento ambiental
(rueda para correr, tunel y material para roer). Utilizando este protocolo se esperaba
que el enriquecimiento ambiental promoviera la neurogénesis de los animales
control (no IRR), pero no de los animales IRRIRR. El dia 38 se llevé a cabo la PBA2,
los animales IRR mostraron mayor inmovilidad (t14 = 2.789, p = 0.0145) y poco
palanqueo (t14 = 2.203, p = 0.0448) con respecto a los control. Por lo que el efecto

de la IRRIRR no fue atenuado por el enriquecimiento ambiental (Figura 28).

Este resultado sugiere que el efecto en la conducta observada en la PBA2 es
dependiente de la manipulacién de la neurogénesis. Los animales enriquecidos-
IRRIRR, a pesar de haber estado en ambiente enriquecido mostraron mayores
niveles de miedo en comparacion con los controles. Para confirmar que este
resultado es dependiente de la neurogénesis, se contaron el numero de células

reactivas a DCX.
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Figura 28. El enriguecimiento ambiental no revierte los efectos de la IRR X. Se muestra el
cambio entre el % de inmovilizacion y el nimero de palanqueos por minuto, con respecto al
tiempo. En el panel superior se encuentra graficado el % de inmovilizacién, y en el panel inferior
se observa el numero de palanqueos/minuto. El dia 1 se realizé el CND, el dia 2 la EXT y el dia
3 la PBA1. Posterior a los 30 dias se realiz6 la PBA2, los animales control (n=10) mostraron
mayor inmovilizacion y menor palanqueo que los animales IRR (n = 6). *p < 0.05.

10.4.2. El aumento en el regreso del miedo es dependiente de la

ablacion de la neurogénesis.

El Analisis de células inmunorreactivas a DCX mostré una ablaciéon
substancial en los enriquecidos-IRRIRR frente a los controles, a pesar de que todos
fueron enriquecidos (t15= 5.596, p = 0.0001) (Figura 29 A), Por lo que el ambiente

enriquecido no atenuo el efecto de la IRR, y este promovio el regreso del miedo.
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Ademas de los conteos, se hicieron correlaciones entre el numero de células
+DCX vy la conducta. La regresion lineal que se hizo mostré que soélo la
inmovilizacidn mostraba una correlacion significativa (R = 0.5781, p = 0.0190). Por
otro lado, el palanqueo no mostré estar correlacionado con la neurogénesis (R =

0.3713, p = 0.1568) (Figura 29 B y C).
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Figura 29. El aumento del regreso del miedo es dependiente de la ablacion de la
neurogénesis. A) Se muestra el nimero de células +DCX / 0.1 mm? por grupos; los animales
IRR (R; n=7) muestran menor numero de +DCX que los animales control (C; n = 10). *p < 0.05.
B) El % de inmovilizacion con respecto al numero de +DCX, muestra una correlacion negativa. C)
El nimero de palanqueo/minuto con respecto al nimero de +DCX no presenta una correlacion.

91



Este resultado junto con el analisis de la conducta de los animales, sugieren
que a pesar de que los animales estuvieron en ambiente enriquecido aumentando
su neurogénesis (Figura 29 Ay D); el efecto de la IRR en los animales enriquecidos-

IRR (Figura 29 Ay D) es exclusivo de la manipulacién de la neurogénesis.
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11.

Discusion

El miedo es una respuesta necesaria para sobrevivir, sin embargo, cuando una
situacion deja de ser peligrosa, tener miedo ya no es necesario e incluso contraproducente.
Usando el condicionamiento al miedo los animales, aprenden a tener miedo asociado a un
estimulo condicionado (como el contexto utilizado en este trabajo). Asimismo, usando la
extincion se aprende a inhibir el miedo asociado a dicho estimulo condicionado. Sin
embargo, la memoria de miedo regresa a pesar de una exitosa extincion (Bouton, 2002).
Se ha buscado una manera de evitar que el miedo regrese. Una de las opciones reside a
nivel de modificar los circuitos cerebrales asociados a la extincion. El hipocampo, junto con
otras estructuras, juega un papel importante en las memorias de miedo, encargandose de
la representacion contextual (Bouton, 2002; Matsumoto y Hikosaka, 2007; Orsini y Maren,
2012) . Por lo tanto, en este trabajo nos enfocamos en manipular la actividad del hipocampo
para evitar el regreso del miedo. En particular utilizamos manipulacion de los niveles de

neurogénesis hipocampales.

El hipocampo es una region cerebral que genera neuronas nuevas (neurogénesis)
durante la vida adulta (Kaplan y Hinds, 1977). La neurogénesis y su papel en la memoria,
ha arrojado resultados discordantes y dificilmente se puede establecer su rol en la memoria
de miedo (Shors et al., 2002b; Corcoran et al., 2005; Snyder et al., 2005). Sin embargo,
algunos estudios han mostrado efecto en conductas de miedo en donde se lleva a cabo la
extinciéon (Pan et al., 2012), dando pie a pensar en una nueva posibilidad para evaluar la
modulacién de la neurogénesis en el regreso del miedo. Es por esta razon, que en este

estudio se planted si el hipocampo, a través de la neurogénesis, podia modular el regreso
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del miedo. Se propuso remover las neuronas nuevas para evaluar si son necesarias, para

ello se realiz6 la ablacion de la neurogénesis usando irradiacion X (IRR).

11.1. Irradiacidon como método eficaz de ablacion de la neurogénesis.

Uno de los retos a superar en este proyecto era el protocolo de IRR. A pesar de que
este método de ablacion ha sido utilizado en un sin numero de trabajos, la mayoria de estos
no realizan una IRR especifica (Rola et al. , 2004; Kitamura et al., 2009; Ko et al., 2009).
Nuestro protocolo se basé en estudios en donde la IRR se realiza unicamente en el
hipocampo; sin embargo, la dosis se deposita en las regiones por donde cruza el as de IRR
(Kitamura et al., 2009). Es por ello que nuestro protocolo basado en la técnica de arcos
asegura que la dosis total de IRR (15 Gy) sea depositada unicamente en el hipocampo. La
IRR tiene un efecto directo unicamente sobre las neuronas nuevas generando
desacoplamientos en el DNA, por lo que deja a las neuronas maduras intactas (Wojtowicz,
2006). Esto pudimos confirmarlo observando los conteos de +DCX de todos los
experimentos, en los cuales los animales irradiados presentan menos +DCX que sus
controles. La dosis depositada mostré disminucién en el numero de neuronas nuevas. Este
resultado fue consistente con los encontrados por otros investigadores (Kitamura et al.,

2009).

11.2. La ablacion de la neurogénesis después de la extincion incrementa
el regreso del miedo, reclutando actividad de circuitos hipocampales,

corticales y de la habénula.
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Puesto que la mayoria de los estudios que se han realizado al respecto, modulan la
neurogénesis antes del aprendizaje encontrando efectos opuestos (Shors et al., 2002b;
Snyder et al., 2005; Sierra-Mercado et al., 2006; Zhao et al. , 2008); el primer experimento
que se realizé fue evaluar si existe un efecto de reducir la neurogénesis después de la
extinciéon. Para ello se realizé un condicionamiento contextual dependiente de hipocampo.
En este experimento, se observé que todos los animales condicionaron y extinguieron
exitosamente. Para evaluar la recuperacién espontanea, 30 dias después, se realizd una
prueba. En esta prueba se observd que los animales irradiados tuvieron mayor

inmovilizacién y menor cadencia de palanqueo que los controles.

Estos resultados muestran un efecto claro de la ablacion de la neurogénesis en el
regreso del miedo; no soélo el miedo regreso si no que este fue mayor. Para corroborar que
los resultados observados son causa de Ila neurogénesis, se realizd una
inmunohistoquimica para detectar neuronas inmaduras usando el marcador DCX. Debido
a que los animales control no fueron irradiados, sus niveles de neurogénesis fueron tres
veces mayores que en los animales IRR Teniendo estos resultados, lo siguiente fue hacer
una correlacion con la conducta y poder afirmar que nuestros resultados se deben al efecto
de la neurogénesis. La regresidon lineal mostré que tanto la inmovilizacion como el

palanqueo correlacionan y parecen ser dependientes del numero de neuronas inmaduras.

Sin embargo, aunque establecimos un posible efecto causal entre la neurogénesis y
la conducta, no sabiamos como se estaban comportando las regiones cerebrales
involucradas en la expresion del miedo. Para ello llevamos a cabo inmunohistoquimica
contra c-Fos, para evaluar la actividad neuronal, asi logramos observar que regiones
cerebrales estaban activas durante la prueba de regreso del miedo. Una de las regiones

primordiales a examinar fue la amigdala. Esta es la encargada de realizar la asociacion
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entre en EC-El y dar una respuesta y es por excelencia la estructura del miedo. Sin
embargo, tanto la ABL como la ACE no mostraron diferencias entre animales controles e
irradiados. Se sabe que el papel de la amigdala durante el condicionamiento es recopilar
la informacion proveniente del hipocampo y otras regiones corticales para dar una
respuesta de miedo (Maren, 2001). De igual manera, es en la extincidn en donde la
amigdala requiere de la ayuda de la CPFm para poder aprender que el EC ya no predice
peligro (Sotres-Bayon et al.,, 2006). En los resultados que nosotros encontramos, la
amigdala en ambos grupos esta activada, lo que quiere decir que hay miedo, congruente
con los resultados conductuales. Mo obstante, quien modula el nivel de miedo no es la
amigdala, sino la CPFm (Sotres-Bayon y Quirk, 2010). Por esta razon es posible que la

amigdala no presente diferencias entre grupos.

La CPFm recibe proyecciones no solo de la amigdala, sino también del hipocampo,
por lo que es una estructura que integra informacién necesaria para saber si es necesario
tener miedo. En los resultados que nosotros obtuvimos unicamente observamos diferencias
en la IL, no asi en la PL. Se sabe que la PL esta involucrada en la expresién del miedo
condicionado pero no el innato (Corcoran y Quirk, 2007), por lo que siempre que exista
miedo condicionado esta se va a activar. Mientras que la IL esta implicada en la inhibicion
del miedo (Sierra-Mercado et al., 2006; Sierra-Mercado et al. , 2011). En la prueba de
recuperacion del miedo (PBA2) de nuestro experimento, observamos que ambos grupos
tienen miedo, por lo que es congruente pensar que en ambos grupos hubiese actividad de
la PL. Por otro lado, se ha visto que la IL tiene una mayor participacién que la PL, cuando
el EC se presenta en el mismo lugar de extincion (como se realizd en nuestro protocolo)

(Knapska y Maren, 2009). Durante la PBA2 se observa que la IL en los controles es mayor,
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los cuales mostraron mayores niveles de miedo. Este resultado sugiere que la actividad de

la IL podria tener un papel importante en nuestra conducta.

Aunque la amigdala y la CPFm son estructuras involucradas en la expresion del
miedo, no son las unicas que se activan en el condicionamiento y la extincion. Recordemos
que la recuperacion espontanea es un fendmeno de la extincion en donde el miedo regresa
con el simple paso del tiempo. Este “paso del tiempo” provee una sefial contextual, por lo
que cuando el EC se asocia con un contexto temporal, al salirse de este espacio el miedo
regresa. En otras palabras, este fendmeno de regreso del miedo, los mecanismos que
deberian regular la temporalidad de la extincidon y permitir inhibir el miedo, estan alterados
(Ji y Maren, 2007). El hipocampo es el encargado de esta parte contextual, es por ello que
se cuantificaron los nucleos inmunorreactivas a c-Fos en el GD, CA3 y CA1. Varios estudios
en donde se inactivo el hipocampo dorsal y ventral han mostrado que CA1y el GD muestran
niveles altos de activacion visualizada con c-Fos durante la prueba de extincidn, mostrando
la participacién de estas estructuras en la evaluacion de pistas contextuales (Knapska y
Maren, 2009). En este trabajo se encontraron diferencias s6lo en CA3, siendo los animales
irradiados los que presentan menor cantidad de expresion de neuronas activadas. Por otro
lado CA1 y el GD no presentaron diferencias significativas. Las neuronas nuevas del GD
se conectan con las neuronas piramidales de CA3 y se ha observado que estas nuevas
conexiones son capaces de remover sinapsis viejas, siendo estas totalmente funcionales
(Toni et al., 2007; Akers et al., 2014). A pesar que no se sabe el mecanismo exacto de
como sucede esto, nuestros resultados muestran evidencia de que el posible re-arreglo
sinaptico de CA3 podria estar modulando la expresion del miedo a través de sus
conexiones con otras estructuras como el subiculum y CA1, que a su vez se conectan con

la CPFm y la Amigdala (Jin y Maren, 2015) (Figura 29).
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La Hbl es una estructura conservada presente en la mayoria de los vertebrados. Es
una region que ha sido involucrada en varias expresiones conductuales, como el estrés,
ansiedad, dolor y recompensa (Hikosaka, 2010). Su rol en el miedo ha sido poco estudiado,
sin embargo, se ha observado que lesionando la Hbl el condicionamiento contextual se ve
afectado. Estos animales no condicionan, expresando poca inmovilizacion (Wang et al. ,
2013). Reafirmando estos resultados, nosotros encontramos que los animales irradiados
(miedo alto en la prueba) muestran mayor actividad en la Hbl que los controles. Lo cual
podria sugerir que la Hbl participa en la expresion del miedo. Asimismo, en afos recientes
un estudio en donde usaron trazadores retrégrados, observaron que la CPFm tiene
conexiones hacia la Hbl (Kim y Lee, 2012); por lo que el papel de la Hbl en este experimento
podria estar relacionado con la actividad de la PL e IL, como sugieren nuestros resultados

(Figura 29).
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Figura 29. Menor neurogénesis promueve el regreso del miedo. Se propone el
circuito de miedo modulado a través de la neurogénesis del GD. Se sugiere que las
modificaciones de GD afectan la actividad de CA3, estas a su vez por medio del
subiculum mando informacion a la corteza IL, que disminuye su actividad. Asimismo
la corteza IL manda informacién a la Hbl que aumenta su actividad neuronal. La
actividad en conjunto de todas estas estructuras promueve el regreso del miedo.
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11.3. La ablacion de la neurogénesis antes de la extincion no

Debido a que las investigaciones sobre extincion que se han hecho manipulando los
niveles de neurogénesis son inconsistentes (Shors et al., 2002b; Winocur et al., 2006; Ko
et al., 2009; Pan et al., 2012; Besnard y Sahay, 2016); decidimos explorar si la ablacion de
la neurogénesis tiene efecto si esta se realiza antes de la extincion. Realizamos el mismo
protocolo pero la extincion se llevd a cabo a los 30 dias y la IRR se realizé tras el
condicionamiento. Durante la prueba de recuperacidon espontanea no observamos
diferencias entre grupos, similar a otros estudios realizados por otros investigadores (Ko et
al., 2009; Pan et al., 2012). Por otro lado, realizando una regresion lineal entre la conducta
y el numero de +DCX, no se encontrd ninguna correlaciéon. Este resultado sugiere que es
necesario que exista la memoria de condicionamiento y la de extincidn para que la
neurogénesis tenga efecto, como se ha observado en otros trabajos en donde la

manipulacion es después del aprendizaje (Akers et al., 2014).

11.4. La ablacién de la neurogénesis en ausencia de extincién no afecta

los niveles de miedo.

Asimismo decidimos explorar si en ausencia de extincién se observaba algun efecto
en los niveles de miedo. Realizando el mismo protocolo pero esta vez la extincion no se
llevé a cabo, durante la prueba 2 no hubo diferencias entre grupos y el miedo se mantuvo
en los niveles de condicionamiento Puesto que la recuperacion espontanea es un
fendomeno que sucede cuando existe extincion, aqui no observariamos recuperacion

espontanea (Maren, 2014). El miedo se mantuvo en sus niveles de condicionamiento
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puesto que jamas hubo inhibicion de este; no obstante, este resultado muestra que la IRR
no promueve el aumento de los niveles de miedo. Observando la regresion lineal de la
conducta y el numero de células inmaduras confirmamos que no existe correlacién entre la
neurogénesis y el miedo. Este resultado sugiere que la neurogénesis en conjunto con la

extincion modula el regreso del miedo.

11.5. La ablacion de neurogénesis en animales con neurogenesis

incrementada, promueve el regreso del miedo.

A pesar de que nuestro protocolo de IRR fue hecho con precisién, decidimos realizar
un experimento para afirmar que nuestros resultados eran dependientes de la menor
cantidad de neuronas. Para ello, enriquecimos el ambiente de las ratas utilizando una rueda
para correr, tuneles y juguetes para roer. Se ha visto que el ejercicio voluntario promueve
la neurogénesis, por lo que es una buena opcion para elevar los niveles de neuronas
nuevas (van Praag et al., 1999). Durante el enriquecimiento las ratas fueron radiadas, las
ratas IRR-enriquecidas mostraron niveles de miedo similares al primer experimento,
mientras que las controles-enriquecidas no. Por lo que los resultados muestran que es la
ablacion de la neurogénesis la que promueve el regreso del miedo. Asimismo, observamos
una correlacion significativa entre el numero de neuronas inmaduras y la conducta, lo cual
demostré que la ablacion de la neurogénesis después de la extincién promueve el regreso

del miedo.

Estos resultados muestran que la neurogénesis juega un rol importante ante la
necesidad de aprender que una situacion ha dejado de ser peligrosa. Esta investigacion
muestra nueva informacion sobre los mecanismos que subyacen el regreso del miedo y

puede tener aplicacion psiquiatrica en personas que presenten algun desorden psiquiatrico.
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De manera general, todos los mamiferos, se ven en situaciones de peligro. Estas
situaciones generan miedo el cual permite desencadenar conductas necesarias para
sobrevivir. Por otro lado, las experiencias peligrosas pueden cambiar a seguras y es una

adaptacion la posibilidad de aprender las reglas nuevas mediante la extincidn.

Por todo esto podemos inferir es que es posible que la neurogénesis adulta haya
tenido un papel adaptativo importante durante la evolucién de los mamiferos. Estudios
recientes han observado que las neuronas nuevas pueden desestabilizar sinapsis viejas, y
removiendo estas sinapsis es mas facil aprender que la misma situacion puede cambiar de
peligrosa a segura (Toni et al., 2007; Akers et al., 2014). Nuestros resultados muestran que
las neuronas nuevas son necesarias para distinguir entre la memoria peligrosa del
condicionamiento y la segura de la extincidon. Puesto que sin ellas los animales presentan

mayor regreso del miedo.
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12. Conclusion

La neurogénesis hipocampal adulta parece jugar un rol importante en el regreso del
miedo, modulando los circuitos de miedo. En concreto, hemos mostrado que la
neurogenesis es necesaria tras el aprendizaje de extincion para modular el regreso del
miedo. Nuestros resultados sugieren que esta modulacion se da a través de CA3 y su
interaccidon con otras estructuras como subiculum que a su vez afecta la actividad de la
corteza medial prefrontal. Sin embargo, estos resultados muestran que es necesario
investigar mas acerca de como la neurogénesis modula las memorias de miedo. Un punto
importante a investigar, es como el re-arreglo sinaptico que producen las nuevas neuronas,

afecta la modulacion de las memorias de condicionamiento y extincion.

Es importante remarcar que si las nuevas neuronas estan involucradas en la
modulacién del regreso del miedo, como este trabajo sugiere; se podrian utilizar
clinicamente para tratar pacientes con enfermedades psiquiatricas que involucren

problemas para inhibir el miedo.
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