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RESUMEN

Se ha encontrado que los tratamientos que tipicamente producen amnesia
se vuelven inocuos cuando los animales son sometidos a un entrenamiento
incrementado en la tarea de evitacién inhibitoria (El). Este efecto ha sido
observado con la administracion de farmacos como la tetrodotoxina (TTX, que
produce una inactivacién temporal de los canales de sodio), con bloqueadores de
receptores a neurotransmisores y con inhibidores de la sintesis de proteinas (ISP).
Los mecanismos neurobiolégicos que pudieran estar implicados en la
consolidacion de este tipo de memoria son desconocidos. Se sabe que la proteina
de unién al elemento de respuesta al adenosin monofosfato ciclico fosforilada en
la serina 133 (pCREB) participa en la consolidacion de la memoria. El objetivo de
esta tesis fue encontrar evidencia de la participacion de pCREB en la
consolidacion de la memoria de un entrenamiento moderado e incrementado. Se
entrenaron a grupos independientes de ratas con 0.0, 1.0 y 3.0 mA en la tarea de
El con la finalidad de determinar cual choque eléctrico produce un entrenamiento
moderado e incrementado a partir de una curva de extincion. Los resultados
conductuales indican que el grupo entrenado con 1.0 mA muestra una resistencia
a la extincion menor en comparacion al grupo entrenado con 3.0 mA, permitiendo
considerarlos como entrenamiento moderado e incrementado, respectivamente.
Posteriormente, para establecer si la proporcién de nucleos pCREB positivos en el
giro dentado (GD) y en el cuerno de Amoén (CA1 y CA3) del hipocampo dorsal es
diferente segun la intensidad de entrenamiento, otros grupos independientes de
ratas fueron entrenados con las mismas intensidades de choque agregandose un
grupo al que sélo se le administro el choque eléctrico mas alto (SCh) y otro grupo
que permanecié en el bioterio (Bio). Cada uno de los grupos de ratas fueron
sacrificados una hora después del entrenamiento en la tarea de El para la
deteccion con inmunohistoquimica de pCREB. Los resultados muestran que el
entrenamiento moderado induce un aumento en la proporcion de nucleos pCREB
positivos en el GD y en el area CA1, sin embargo, este aumento es mayor cuando
el entrenamiento es incrementado. En el area CA3 se encontrd6 que el
entrenamiento incrementado induce una mayor proporcion de nucleos pCREB
positivos en comparacion al resto de los grupos. Se concluye que el aumento en la
proporcién de nucleos pCREB positivos en las distintas areas del hipocampo
dorsal inducido por el entrenamiento incrementado podria deberse a un aumento
en la liberacibn de neurotransmisores y corticosterona desembocando la
activacion de cascadas de segundos mensajeros para la transcripciéon de genes
asociados a la consolidacion de la memoria.
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I. INTRODUCCION

El entrenamiento incrementado (o intenso) se refiere a las condiciones
experimentales en las que ocurre un alto numero de ensayos o de sesiones de
entrenamiento (sobreeentrenamiento) y, en el caso del condicionamiento aversivo,
al entrenamiento motivado por intensidades relativamente altas de choque
eléctrico (sobrerreforzamiento). En ambos casos, el entrenamiento incrementado
induce una mayor resistencia a la extincion que el entrenamiento moderado o con
bajos niveles de estimulacion aversiva. Esta condicion experimental tiene como
resultado un efecto protector en la consolidacion de la memoria frente a
tratamientos amnésicos. Particularmente, uno de los paradigmas mas empleados
para estudiar este fendbmeno ha sido a través del entrenamiento en la tarea de
evitacion inhibitoria (EI) (Prado-Alcala et al., 2007).

El efecto protector de la memoria ocurre ante tratamientos que bloquean la
actividad del sistema colinérgico (Duran-Arévalo, Cruz-Morales y Prado-Alcald,
1990), serotoninérgico (Galindo et al., 2008) y GABAérgico (Cobos-Zapiain et al.,
1996). Del mismo modo, cuando ocurre este efecto no se observa la amnesia que
tipicamente se reporta cuando se inhibe la sintesis de proteinas, ya sea de
manera sistémica (Diaz-Trujillo et al., 2009), o cuando se administra dentro de una
estructura cerebral relacionada con los procesos mnemonicos como el hipocampo
(Rodriguez Serrano, 2010). La informacién derivada del entrenamiento
incrementado se consolida incluso ante el bloqueo farmacoldgico de estructuras
que participan en la memoria como el estriado (Giordano y Prado-Alcala, 1986), la
amigdala cerebral (Salado-Castillo, Sanchez-Alavéz, Quirarte, Martinez-Garcia y
Prado-Alcala, 2011) y el hipocampo (Quiroz et al., 2003).

Los mecanismos neurobioldgicos que subyacen a la consolidacion de este
tipo de aprendizaje son aun desconocidos. Una estrategia para poder descubrirlos
es analizando los cambios bioquimicos que ocurren durante el proceso de

consolidacion dentro de las distintas areas cerebrales implicadas.

La secuencia de eventos moleculares que se ha reportado que ocurren en

el hipocampo dorsal durante la consolidacion de la memoria de una aprendizaje de

1



El es la siguiente: la activacién de los receptores acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-
4-isoxazolpropiénico (AMPA) y N-metil-D-aspartato (NMDA), lo cual, ocasiona un
incremento en la concentracién de calcio intracelular (Ca?*) provocando un
aumento de la actividad de la proteina quinasa A (PKA, por sus siglas en inglés)
junto con la fosforilacién de la proteina asociada de crecimiento 43 (GAP-43, por
sus siglas en inglés). Se sabe que la actividad de PKA es importante para la
proteina de unién al elemento de respuesta al adenosin monofosfato ciclico
fosforilada en la serina 133 — a partir de este momento pCREB —, la cual,
promueve la expresion de genes relacionados con la plasticidad cerebral como el
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), c-fos, GIluRl1, CRF y TH
(Izquierdo y Medina, 1997; Bernabeu, Cammarota, Izquierdo y Medina, 1997).

La presencia de pCREB es un paso necesario para la consolidacion de la
memoria. Se sabe que hay un cambio en los niveles de pCREB después de una
experiencia de aprendizaje. A través de la técnica de Western Blot, Taubenfeld,
Wiig, Bear y Alberini (1999) hallaron un aumento en los niveles de pCREB en ratas
que fueron entrenadas en la tarea de EIl. Se ha reportado que impedir la
fosforilacidon de esta molécula ocasiona dificultades para el almacenamiento de
una experiencia de aprendizaje. Trifilieff y colaboradores (2006) administraron
UO126 (sustancia que impide la fosforilacion de CREB) antes del entrenamiento
de una tarea de miedo al contexto. Se infiere que el condicionamiento tendra mas
fuerza mientras menor sea el movimiento del sujeto (congelamiento). Sus
resultados mostraron que los animales tenian dificultades para consolidar la
memoria de este aprendizaje puesto que el porcentaje de congelamiento era

menor al compararse con el grupo al que no se le administro esta sustancia.

El aumento en la magnitud del componente aversivo que se usa para el
entrenamiento modifican la densidad de inmunotincion de pCREB en distintas
regiones del hipocampo (Morris y Gold, 2012). Esta evidencia permite plantear que
pPpCREB podria estar relacionado al proceso de consolidacion del entrenamiento

incrementado.



Los experimentos que se reportan en esta tesis se llevaron a cabo con ratas
entrenadas en la tarea de El con diferentes intensidades de choque eléctrico para
establecer un sobrerreforzamiento. Posteriormente, se midid la proporcion de
nacleos pCREB positivos con inmunohistoquimica en rebanadas de hipocampo
dorsal de cada uno de los grupos de ratas entrenadas y los distintos grupos
controles, recolectadas una hora después del entrenamiento en El, para hacer
comparaciones entre ellos y encontrar evidencia que permitiera concluir como esta
molécula participa en la consolidacion del aprendizaje ante dos intensidades de

entrenamiento.

II. ANTECEDENTES

1. El aprendizaje

Los organismos pueden modificar la manera de relacionarse con su
medioambiente para sobrevivir, es decir, cuentan con la capacidad de modificar su
conducta. El aprendizaje es un cambio relativamente permanente de la conducta
derivado de una experiencia (McGaugh, 1973). Al limitar el aprendizaje a cambios
relativamente permanentes se excluyen modificaciones de la conducta debidas a
factores de motivacion o a la fatiga. Al sefialar que la practica, el entrenamiento o
la experiencia son condiciones esenciales del aprendizaje, se excluyen cambios
de la conducta resultado de la maduracion, la senectud, las lesiones cerebrales, la

intoxicacion por drogas o las enfermedades (Bower y Hilgard, 1989).

Hay dos clases de aprendizaje: el no asociativo y el asociativo. El
aprendizaje no asociativo ocurre cuando sistematicamente se atenua (habituacion)
0 se aumenta (sensibilizacién) la percepcion sensorial o la emision de una
respuesta como resultado de la presentacion de un estimulo de una Unica
modalidad sensorial cuya intensidad, duracién y frecuencia de presentacién no se
modifican (Poon y Schmid, 2012; Kandel, Kupfermann e lversen, 2013). Por otro

lado, en el aprendizaje asociativo los efectos que un estimulo tiene sobre la

3



conducta dependen de la relacién que mantienen los estimulos con las respuestas

como con otros estimulos (Skinner, 1953).

Un tipo de aprendizaje asociativo es el condicionamiento clédsico. Es una
forma de aprendizaje en la que un estimulo que previamente tenia una escasa
repercusion sobre la conducta (estimulo condicionado, EC) se asocia con un
estimulo (incondicionado, EI) que induce una respuesta refleja (respuesta
incondicionada, RI). Como resultado de esta asociacion, ahora el EC
desencadena una respuesta muy similar, llamada respuesta condicionada (RC)
(Pierce y Cheney, 2013). El condicionamiento clasico ha sido ampliamente
estudiado desde su descubrimiento por Ivan Pavlov (Chance, 2001). Sin embargo,
no es el Unico tipo de aprendizaje asociativo. También esta el condicionamiento
operante y fue descrito por primera vez en los estudios de Edward Thorndike
(Mazur, 2014).

En 1953, B.F. Skinner considerd que este aprendizaje era de tipo operante
porque, dada una situacién, el organismo opera dentro de su ambiente para
modificarlo a través de su conducta generando una consecuencia que determina si
tal comportamiento volverd aparecer. Esta relacion entre los estimulos que
establecen la ocasién para la emisién de una conducta y las consecuencias que le
siguen se llama contingencia (Skinner, 1938). En general, las contingencias se
organizan en cuatro procedimientos operantes. Dos de ellos aumentan la
probabilidad de ocurrencia de la conducta y dos de ellos la disminuyen (Skinner,
1953). Cuando un estimulo tiene como efecto el aumento de la probabilidad de
apariciéon de una conducta se denomina reforzador, en cambio, a los estimulos
gue la disminuyen se consideran como castigos (Pierce y Cheney, 2013). Se dice
gue tanto los reforzadores como los castigos pueden ser positivos si resultan en la

aparicion de un estimulo o negativos si lo suspenden (Chance, 2001).

En algunas ocasiones la estimulacion aversiva puede ser una contingencia.
Se sabe que los estimulos aversivos son aquellos eventos que los organismos
evaden, evitan o escapan como sonidos fuertes, choques eléctricos, ataques o

luces muy brillantes (Mazur, 2014). El castigo positivo y el reforzamiento negativo



frecuentemente emplean este tipo de estimulos para controlar la emisién de una
conducta (Chance, 2001). En el caso del castigo positivo, cuando el animal ejecuta
una respuesta le sigue la presentacion de un estimulo que disminuye su
probabilidad de ocurrencia (Pierce y Cheney, 2013). Por ejemplo, si se administra
un choque eléctrico a las patas de una rata justo después que entré a un
compartimento, la probabilidad que vuelva a entrar a tal lugar disminuye. Por otro
lado, en el reforzamiento negativo la probabilidad de ocurrencia de la respuesta se
fortalece al eliminar la presencia de un estimulo, es decir, para escapar o evitar
(Chance, 2001). En el escape, una respuesta cambia la situacién en la que el
estimulo esta presente. De esta manera, se emite una respuesta que disminuye el
contacto con el estimulo aversivo. En contraste, cuando una respuesta previene la

aparicion de un estimulo se denomina evitacion (Mazur, 2014).

La evitacion puede contar con un estimulo discriminativo como una luz o un
sonido para que se genere una condicion en la que (luego de algun tiempo) se
presente un reforzador negativo si no se ejecuta una respuesta (Pierce y Cheney,
2013). En contraste, otro tipo de evitacién, denominado inhibitoria, el animal no
tiene ninguna sefal particular mas alla que las caracteristicas del contexto y debe
de dejar de ejecutar una respuesta para que no aparezca un estimulo aversivo
(Netto e Izquierdo, 1985).

2. Lamemoria

La conducta persiste en el tiempo gracias a un proceso denominado memoria,
que permite su almacenamiento y su posterior evocacion (Kandel, 2001). Una de
las maneras de clasificar a la memoria es por su duracion (Dudai, 2004). Esta
clasificacion remarca la importancia que tiene el periodo en el cual la informacién
puede ser recuperada y propone gue la memoria puede ser de corto plazo (MCP)
o de largo plazo (MLP) (Fig.1).

Este modelo considera que cuando la informacion ingresa al sistema nervioso

para ser procesada se mantiene en la MCP por un periodo breve, pudiéndose



recuperar en una ventana temporal que va de segundos a minutos, siendo muy
facilmente modificable y fragil. Sin embargo durante la consolidacion, la
informacion pasa de manera gradual de un estado labil a uno perdurable, es decir,
a la MLP. Cabe sefalar que la Unica manera de comprobar que este proceso
ocurrio es a través de la evocacion, es decir, en la salida de la informacion
almacenada para que el animal ajuste sus respuestas segun las demandas de su
medio (Atkinson y Schiffrin, 1968; McGaugh, 1973). Sin embargo los cambios en
las condiciones externas pueden dificultar la evocacion de las respuestas,
disminuyendo con ello su probabilidad de aparicion. Este fendbmeno se denomina
extincion (McGaugh, 1973) y mientras mas fuerte sea una memoria este fenémeno

tarda mas en aparecer (Garin-Aguilar et al., 2012; Bello-Medina et al., 2016)

Consolidacién

Evocacién

MCP MLP

Evocacion

Memoria

Tiempo

Figura 1. Representacion de la clasificacion de la memoria por su duracién. El paso de
la MCP a la MLP, en donde la informacion se vuelve estable y persistente, se denomina
consolidacion. Sin embargo, el término consolidacién, también se emplea para describir
a dos procesos: el primero sucede minutos (y hasta horas) después de una experiencia
de aprendizaje y ocurre en las sinapsis de los circuitos neuronales relacionados. El
segundo dura dias, semanas e incluso meses después debido la reorganizacion de las
memoarias, que en un inicio dependen del hipocampo para trasladarlas a otros sitios de
la neo-corteza con la finalidad de obtener un almacenamiento mucho mas duradero.
Modificado de Dudai (2004). MCP = Memoria a corto plazo, MLP = Memoria a largo
plazo.



3. Descripcion anatémicay morfolégica del hipocampo

Entender la anatomia y la morfologia del hipocampo nos permite tener
indicios sobre como participa en la consolidacion de la memoria. El hipocampo
esta conformado por el giro dentado (GD), el area CAL, el area CA2, el area CA3
(el término CA proviene de cuerno de Amon) y el hilus (Hi) (Basu y Siegelbaum,
2015) (Fig. 2).

Figura 2. Corte coronal de un cerebro de rata tefiido con violeta de cresilo. Dentro del
recuadro rojo se sefiala la ubicacion del hipocampo en su region dorsal y se indican las
diferentes areas que conforman a esta estructura. Modificado de Jarrard (1993).

El GD es un area con forma de U o V. A la parte en donde esta el apice de
la U (o V) se denomina ginu. La parte que esta localizada entre el area CA3 y el
area CA1 (y que esta separada por la fisura hipocampal) se le llama area supra-
piramidal; y a la porcion opuesta a ella es el area infra-piramidal (Amaral y
Lavenex, 2007).

El GD estd compuesto por tres capas de células: molecular, granular y
polimérfica (Amaral, Scharfman y Lavenex, 2007). La capa granular debe su
nombre a las neuronas granulares, las cuales, son glutamatérgicas principalmente
(Gbmez-Lira, Lamas, Romo-Parra y Gutiérrez, 2005), aunque pueden emplear
otros neurotransmisores como el acido y-aminobutirico (GABA) o péptidos
opioides (Walker, Ruiz y Kullmann, 2002).



Las neuronas granulares tienen arborizaciones en forma de cono con
dendritas en puntas espinosas. Las ramas de estas dendritas se proyectan por
toda la capa molecular y las ultimas puntas del arbol dendritico terminan en la
fisura hipocampal o en la superficie ventricular (Amaral et al., 2007). Al conjunto de
axones no mielinizados de las células granulares se le ha denominado fibras
musgosas y conectan con las células musgosas y con las neuronas piramidales
del area CA3 (Amaral et al., 2007).

Las éareas del CA se conforman de una capa principal denominada stratum
piramidale y una capa anexa relativamente libre de células y situada a mayor
profundidad llamada stratum oriens. Unicamente en el area del CA3 hay una
estrecha zona libre de células denominada stratum lucidum ubicada por encima
del stratum pyramidale. Sobre el stratum lucidum y el stratum pyramidale se
localiza el stratum radiatum. A la parte mas superficial del hipocampo se le llama

stratum lacunosum moleculare (Cappaert, van Strien y McBain, 2015).

Las células piramidales del area CA1l producen glutamato y GABA, pero
cuentan con receptores a otros neurotransmisores para regular su funcion como
acetilcolina, dopamina, serotonina y norepinefrina; o mismo sucede con las
células piramidales del area CA3 (Spruston y McBain, 2007). De hecho, las
neuronas piramidales del area CA3 son estructuralmente similares a las del area
CA1l, con la diferencia que su arbol dendritico se bifurca mucho mas cerca del
soma. Ademas, las neuronas piramidales del area CA3 son tipicamente mas

largas que las células piramidales del area CA1 (Spruston y McBain, 2007).

4. Conectividad del hipocampo

Un importante objetivo en la investigacion del hipocampo es comprender
como sus diferentes regiones procesan las entradas de informacién que ocurren
durante el aprendizaje para generar una salida de informacion que contribuya al

establecimiento de una memoria (Basu y Siegelbaum, 2015).
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Figura 3. La CE manda proyecciones a través de la via perforante del GD cuyos
axones se unen con las neuronas piramidales del area CA3. Por medio de las
colaterales de Schaffer, estas células proyectan hacia las células piramidales del area
CALl. Finalmente, el subiculum envia sus conexiones a la corteza entorrinal y ésta
proyecta la informacion de regreso a la neocorteza. Modificado de Amaral y Lavenex
(2007).

Amaral y Lavenex (2007) mencionan que las neuronas de la capa Il de la
corteza entorrinal (CE) proyectan hacia el GD y al area CA3 a través de la via
perforante. Luego, el GD se comunica con el area CA3 gracias a las proyecciones
de las fibras musgosas. Las neuronas del area CA3 se conectan con el area CAl
a traves de las colaterales de Schaffer. Finalmente, el &rea CA1 proyectan hacia el
Sub vy, tanto el area CA1 como el Sub, envian sus proyecciones de regreso a la
CE (Fig. 3). Sin embargo, es sabido que la conectividad interna del hipocampo no
es tan lineal. De acuerdo con Basu y Siegelbaum (2015) hay otros patrones de
conectividad dentro del hipocampo: las neuronas de la capa Ill de la CE proyectan
hacia al area CAl y al Sub, incluso el area CA2 mantiene una entrada de
informacion que proviene de la CE. El area CA2 manda informacion hacia el area
CA1 a través de proyecciones que se solapan con las provenientes del area CA3.

El GD y el area CA3 proyectan hacia el area CA2, aunque en menor medida.



Con respectos a sus aferencias, el hipocampo recibe informacion de las
cortezas del cingulo, amigdala, prefrontal y limbica a través de sus conexiones
con la CE (Cohen y Eichenbaum, 1993; Health y Harper, 1974) asi como de todas
las areas sensoriales de la corteza, incluyendo de areas involucradas en las
Ultimas etapas del procesamiento de informacion visual, auditiva, somatosensorial
y una entrada del sistema olfatorio a través del bulbo olfatorio (Amaral y Lavenex,
2007). Por otro lado, hay fibras provenientes del area septal, del area ventral
tegmental, del nucleo del rafé y del locus coerulus que liberan acetilcolina,
dopamina, serotonina y noradrenalina, respectivamente en el hipocampo (Cooper

y Lowenstein, 2003).

Por otro lado, las eferencias hipocampales proyectan hacia el hipotdlamo,
los cuerpos mamilares, el prosencéfalo y el nucleo talamico a través del fornix.
También cuenta con fibras precomisurales del area CAl, del area CA3 y del Sub
gue terminan en el area septal, la cual, a través de los nucleos septo-fibrial y

habenular medial proyectan hacia el hipotdlamo (Swanson, Wyss y Cowan, 1978).

Hay diferencias estructurales y funcionales a lo largo del eje longitudinal del
hipocampo (Strange, Witter, Lein y Moser, 2014). En roedores, el hipocampo
ventral envia sus proyecciones de manera mas pronunciada hacia la corteza
prefrontal y la amigdala cerebral en comparacion con el hipocampo dorsal
(Ishikawa y Nakamura, 2006), el cual, manda sus proyecciones hacia los nucleos
supra-mamilares, al nicleo medial septal, a la corteza anterior y retroesplenial del
cingulo y al talamo anterior (Fanselow y Dong, 2010). Se sabe que el hipocampo
dorsal tiene un papel mas destacado en la consolidacion de la memoria y el

procesamiento cognitivo de los estimulos (Kim y Fanselow, 1992; Ye et al., 2017).

Cada éarea del hipocampo dorsal desempefia un papel particular en el
almacenamiento de la informacién. Se ha propuesto que el GD y sus proyecciones
al area CA3 transforman representaciones o recuerdos muy similares en
representaciones muy diferentes para que no se superpongan y se facilite su
recuerdo. A esta funcion se le ha llamado separacion de patrones (Prince, Bacon,
Tigaret y Mellor, 2016). En cambio, el area CA3 y sus proyecciones hacia el area
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CALl se consideran una red de auto-asociacion capaz de establecer patrones de
activacion basados en sefales parciales o similares de la actividad que proviene
del GD, de tal forma que la informacién queda completa para enviarse al area
CAl. Esta capacidad se le denomina completamiento de patrones (Bakker,
Kirwan, Miller y Stark, 2008). Aunque algunas teorias han propuesto que el GD
mantiene patrones exclusivamente de separacion y el area CA3, patrones
exclusivamente de completamiento, actualmente algunos estudios experimentales
mA&s recientes mencionan que ambas areas pueden actuar en ambos procesos

(Leutgeb, Leutgeb, Moser y Moser, 2007).

Otras funciones se han podido describir a través de experimentos en los
que se emplea la lidocaina para generar una inactivacion del area CA1l y del area
CAS3 durante el aprendizaje. Por ejemplo, en una tarea de condicionamiento de
miedo al contexto, Daumas, Halley, Frances y Lassalle (2005) brindaron indicios
sobre el papel diferencial que desempefia cada una de estas areas: el area CA3
estd més involucrada en la rapida elaboracion de una representacion unificada del
contexto; mientras que el drea CAl se orienta a la deteccion de aspectos

novedosos.

Finalmente, se ha reportado que la sintesis de proteinas para el
mantenimiento de la informaciéon no es necesaria cuando se trata del area CA3

aunque si para el area CA1 (Calixto, Thiels, Klann y Barrionuevo, 2003).

5. El hipocampo dorsal desempefia un papel importante en la consolidacién

de la memoria

Diversos estudios han mostrado el papel que tiene el hipocampo dorsal en
la consolidacion de la memoria. Ambrogi-Lorenzini, Baldi, Bucherelli, Sacchetti y
Tassoni (1996) administraron un bloqueador de los canales de sodio dependientes
de voltaje, tetrodotoxina (TTX), en el hipocampo dorsal inmediatamente después
del entrenamiento en la tarea de El, para determinar el papel que tiene esta

estructura durante el proceso de consolidacion. Los investigadores observaron
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que cuando la inactivacion es inducida inmediatamente después del
entrenamiento sélo se muestra un efecto amnésico en aquellos animales a los que

se les administro bilateralmente la TTX.

Hay evidencia que demuestra que si dafia al hipocampo dorsal la
consolidacion de la memoria no llega a tener lugar. Martinez, Quirarte, Diaz-
Cintra, Quiroz y Prado-Alcala (2002) demostraron que, si se producen dafio en el
area del CAl y el area del CA3 con acido kainico los animales muestran
dificultades para consolidar y recordar el entrenamiento de la tarea de EI (Fig.4).
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Figura 4. Latencia de retencién expresada en medianas y rangos intercuartilares de ratas
que recibieron un dafio A en el area del CA1 o B en el area del CA3 con acido kainico
(barras grises) y de ratas que tuvieron una falsa lesion (barras blancas), que fueron
evaluadas a diferentes tiempos (30 min, 24 h y 8 dias) después del entrenamiento. Se
muestra una latencia de retencién baja en aquellos grupos que tuvieron realmente la
lesion. Modificado de Martinez et al. (2002).

Luego de una experiencia de aprendizaje que se recuerda por largo plazo
ocurren modificaciones estructurales y funcionales en distintas areas del
hipocampo dorsal. Un cambio estructural en las neuronas que ha sido propuesto
como un sustrato de la MLP es la densidad de espinas dendriticas (Horner, 1993).
Se ha encontrado que consolidacion de la memoria induce el desarrollo de
espinas dendriticas en el hipocampo dorsal en una amplia variedad de tareas de
aprendizaje (Leuner, Falduto y Shors, 2009), incluyendo a la tarea de EI (O’Malley,

O’Connell y Regan, 1998). Se han reportado estos cambios en areas como el GD
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(O’Malley et al., 1998) y en el area CA1 (Leuner et al., 2003; Martinez Degollado,
2016). Dichos cambios estructurales asociados a la memoria dependen de las
modificaciones en la bioquimica del hipocampo dorsal (Kandel, 2001; Giachero,
Calfa y Molina, 2013).

6. Modificaciones bioquimicas durante la consolidacién de la memoria en el

hipocampo dorsal

La principal distincién que hay entre los cambios moleculares que ocurren
dentro del hipocampo dorsal con respecto a los que suceden en otras estructuras,
como la amigdala cerebral, la CE o la corteza parietal, es que los primeros

suceden en un orden secuencial y temporal especifico (Izquierdo y Medina, 1997).

La secuencia de eventos moleculares que ocurren en el hipocampo dorsal
durante la consolidacién de la memoria de un aprendizaje de El es la siguiente
(Izquierdo y Medina, 1997): la activacion de los receptores NMDA y AMPA que
ocasionan un aumento en los niveles de concentracion de Ca?* intracelular,
provocando un aumento de la actividad de CaMKIl y PKA que inducen la
fosforilaciéon de CREB en su serina 133 (pCREB).

La fosforilacion de CREB se considera un mecanismo de convergencia de
varias vias de sefalizacion implicadas en el proceso de consolidacion de la
memoria (Silva, Kogan, Frankland y Kida, 1998; Bitner, 2012, Fig. 5). Cabe sefalar
gue pCREB corresponde a un factor de transcripcion que regula la expresion de
genes relacionados con la plasticidad cerebral como el BDNF, c-fos, GIuR1, CRFy
TH (I1zquierdo y Medina, 1997; Bernabeu et al., 1997).
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Figura 5. Cascada de sefalizaciéon para la fosforilacion de CREB. Bajo condiciones
fisiolégicas normales, la fosforilacion de CREB y la subsecuente transcripcién de
distintos genes en el sistema nervioso central puede ocurrir como resultado de la
estimulacién de distintos receptores, tales como los receptores neurotréficos de
tirosina quinasa (RNT) como Trk-B; los receptores acoplados a proteinas G (RAPG)
como los dopaminérgicos (D1) y muscarinicos o colinérgicos (mACh); los
receptores dependientes de voltaje (RDV), por ejemplo los receptores a NMDA y
los nicotinicos; y los receptores dependientes de ligando (RDL). Posteriormente,
ocurren cascadas de segundos mensajeros, tales como la activacién de la quinasa
ribosomal S6 (RSK, ribosomal s6 kinase); CaMKIV o PKA. La fosforilacién de
CREB inicia con la transcripcion de numerosos genes como el factor neurotréfico
derivado del cerebro o BDNF (Brain derived neurotrophic factor), la tirosina
hidroxilasa (TH) o el factor de liberacién de corticotrofina (CRF; corticotrophin
releasing factor). Modificado de Bitner (2012).
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7. La fosforilacion de CREB esta implicada en la consolidacion de la

memoria

La fosforilacion es un mecanismo bioquimico por medio del cual los factores
de transcripcidn se regulan en respuesta a diferentes sefiales celulares (Mayr y
Montminy, 2001).

El aumento de los niveles de AMPc en respuesta a la activacion de los
receptores acoplados a proteinas G induce la mayoria de respuestas a través de
PKA, la cual, tiene dos subunidades: la reguladora (R) y la catalitica (C) y se
difunde pasivamente a través del ndcleo celular induciendo la fosforilacion de
CREB en su serina 133 (Mayr y Montminy, 2001). pCREB también puede aparecer
como resultado de un aumento de los niveles de Ca?* intracelular a través de la
activacion de los receptores dependientes de voltaje o de ligando y de la
activacion de receptores neurotréficos (Bitner, 2012) donde estaria participando
otras moléculas como CaMKII (Mizuno et al., 2002). La activaciéon de CREB es un
paso necesario para la transcripcion de proteinas relacionadas a la plasticidad

neuronal (Mayr y Montminy, 2001; Bitner, 2012).

Hay cambios en los niveles de pCREB luego de una experiencia de
aprendizaje que se recuerda por largo plazo. Taubenfeld y colaboradores (1999)
hallaron un aumento de en los niveles de esta proteina en el hipocampo dorsal en
ratas que fueron entrenadas en la tarea de EI. Incluso, se ha reportado que
impedir la fosforilacion de CREB ocasiona dificultades para el almacenamiento de
una experiencia de aprendizaje. Trifilieff y colaboradores (2006) administraron
UO126 (sustancia que impide la fosforilacibn de CREB) antes del entrenamiento
de una tarea de miedo al contexto en donde se infiere que el condicionamiento es
mas fuerte mientras menor sea el movimiento del sujeto (congelamiento). Sus
resultados mostraron que los animales tenian dificultades para retener el
aprendizaje puesto que su porcentaje de congelamiento era menor si se
comparaba con el grupo al que no se le administré vehiculo. Finalmente, en las
neuronas la intensidad del choque eléctrico usado para el entrenamiento en El

induce cambios en el nivel de pCREB (Morris y Gold, 2012).
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8. El entrenamiento incrementado produce un efecto protector en la

memoria

El entrenamiento incrementado se refiere a la condicion experimental en la
que un sujeto recibe un mayor numero de sesiones de entrenamiento
(sobreentrenamiento) o una mayor intensidad en la estimulacion durante la
realizacion de una tarea (sobrerreforzamiento) y tiene como resultado una mayor
resistencia de la respuesta ante a la extincion, es decir, la respuesta condicionada
tarda més tiempo en desaparecer (Garin-Aguilar et al., 2012; Bello-Medina et al.,
2016). Los tratamientos que producen tipicamente amnesia se vuelven inocuos
bajo un entrenamiento incrementado. A este fendmeno se le ha denominado
efecto protector de la memoria (Prado-Alcala, Medina, Serafin-Lopez y Quirarte,
2012).

El entrenamiento incrementado protege a la memoria frente a tratamientos
amnésicos que actlan sobre el sistema colinérgico (Durdn-Arévalo et al., 1990),
serotoninérgico (Galindo et al., 2008) y GABAérgico (Cobos-Zapiain et al., 1996).
La memoria se almacena incluso ante bloqueos farmacolégicos de la actividad del
estriado (Giordano y Prado-Alcald, 1986), la sustancia negra (Cobos-Zapiain et al.,
1996), la amigdala cerebral (Salado-Castillo et al., 2011) y el hipocampo (Garin-
Aguilar et al., 2014) (Fig. 6A). Del mismo modo, el entrenamiento incrementado
impide la amnesia producida cuando se administra un inhibidor de la sintesis de
proteinas (ISPs). Diaz-Trujillo y colaboradores (2009) demostraron que la
administracion sistémica de un ISPs genera amnesia ante condiciones moderadas
de entrenamiento, pero no en condiciones incrementadas. Se encuentra el mismo
efecto cuando se administra otro ISPs como la anisomicina (ANI) en el hipocampo
dorsal (Rodriguez Serrano, 2010) (Fig. 6B).

Ante estos hallazgos se ha especulado que quiza las proteinas sintetizadas
de novo tengan una funcion homeostatica de reponer a otras, principalmente a
aguellas con una susceptibilidad a la intensidad del estimulo que sufrieron
protedlisis dejando a aquellas intactas como las encargadas de producir los
cambios que subyacen a la formacion de la memoria (Routtenberg y Rekart,

16



2005). Entonces, podria proponerse que, al menos bajo condiciones de
entrenamiento incrementado, la participacion de proteinas preexistentes es
suficiente para la formacion de memorias de largo plazo (Diaz-Trujillo et al., 2009).
Quiz4 un mecanismo potencial sea la fosforilacion puesto que, para que se
presente no se requiere de la sintesis de nuevas proteinas (Cohen, 2002), siendo
un candidato pCREB, dada su convergencia en las diferentes cascadas de
sefalizacion que estan relacionadas a la consolidacion (Viola et al.,, 2000;
Bernabeu et al., 1997; Impey et al., 1998; Cammarota et al., 2000; Silva et al.
1998).
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Figura 6. El efecto protector de la memoria ocurre ain ante bloqueos de la actividad del
hipocampo por bloqueadores de canales de sodio o inhibidores de la sintesis de
proteinas (ISPs) después del entrenamiento en la tarea de EI A Medianas y rangos
intercuartilares de las latencias de retencion de las ratas a las que se les administré un
vehiculo (VEH) o TTX en el hipocampo dorsal (HD). Se observa amnesia Unicamente en
los grupos sin sobrerreforzamiento. B Medianas y rangos intercuartilares de las latencias
de retencion de las ratas a las que se les administré un vehiculo (VEH) o ANI en el HD.
Se observa amnesia Unicamente en los grupos sin sobrerreforzamiento. Modificado de
Garin-Aguilar et al. (2014) y Rodriguez Serrano (2010), respectivamente.
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I1l. JUSTIFICACION

Un paso importante para comprender a la neurobiologia de la consolidacién
de la memoria es determinar los mecanismos que emplea el sistema nervioso para
procesar la informacién y poder guardarla de forma relativamente permanente.
Una manera de abordar el problema es a través del estudio exhaustivo de un tipo
de aprendizaje para tratar de determinar los mecanismos involucrados en el
almacenamiento de la experiencia de aprendizaje (Prado-Alcald et al., 2007). A
través de distintos experimentos, la comunidad cientifica ha demostrado la
existencia de multiples momentos de expresion de genes y de proteinas en
diferentes tareas de condicionamiento (Barzilai, Kennedy, Sweat y Kandel, 1989;
Pohle, Riithrich, Popov y Matthies, 1987), incluyendo el de EIl (Bernabeu et al.,
1997).

La tarea de El es muy util para estudiar los procesos de la memoria debido
a que se sabe el momento preciso en el que el animal asocia los estimulos
derivados del contexto (es decir, las caracteristicas fisicas de la camara de
condicionamiento) y los derivados de la actividad motora con la administracion del

choque eléctrico (Prado-Alcala et al., 2007).

Si la experiencia incrementada de aprendizaje produce diferencias en la
fortaleza de la memoria (medida a través de la extincion), entonces, podriamos
suponer que las diferentes velocidades de extincion se deben a que las memorias
de las respuestas condicionadas originadas por las diferentes intensidades de
choque estan bajo control de diferentes mecanismos cerebrales, a pesar de que

se trata de la misma respuesta condicionada (Prado-Alcala et al., 2007).

Se ha reportado que la magnitud del entrenamiento, modificando la
intensidad del estimulo, es un parametro que influyen en la consolidaciéon de la
memoria (Morris y Gold, 2012). Por otra parte, Diaz-Trujillo y colaboradores (2009)
demostraron que la administracion de un ISPs genera amnesia ante condiciones
moderadas de entrenamiento, pero no en condiciones de sobrerreforzamiento. Se
encuentra el mismo efecto cuando se administra otro ISPs como la anisomicina

(ANI) en el hipocampo dorsal (Rodriguez Serrano, 2010). Incluso se ha reportado

18



que la sintesis de proteinas para el mantenimiento de la informacién no es
necesaria cuando se trata del area CA3 aunque si para el area CA1 (Calixto et al.,
2003).

Se especula que quiza la activacion de las proteinas que no sufrieron
protedlisis sean las encargadas de llevar a cabo todos estos procesos. En este
caso, sabemos que la fosforilacion de CREB resulta importante para la
consolidacion de la memoria (Viola et al., 2000; Bernabeu et al., 1997; Impey et
al., 1998; Cammarota et al., 2000). Se esperaria que la fosforilacion de esta
proteina fuese diferente entre ratas que tuvieron un entrenamiento moderado
frente aquellas que recibieron uno incrementado y que, dependiendo del area del
hipocampo dorsal evaluada, se observaran diferencias, puesto que cada parte de
esta estructura desempefia un papel particular en el proceso de consolidacion de
la memoria (Calixto et al., 2003; Prince et al., 2016). De esta manera podriamos
obtener evidencia de la manera en que el entrenamiento incrementado induce

cambios dentro de las distintas areas del hipocampo dorsal.

IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El entrenamiento moderado e incrementado producira cambios en la
proporcién de nucleos pCREB positivos en las distintas areas del hipocampo
dorsal (GD, CAl1y CA3)?

V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la proporcion de nucleos pCREB positivos en el hipocampo
dorsal (GD, area CA1y area CA3) bajo condiciones de entrenamiento moderado e

incrementado.
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VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar qué intensidad de choque eléctrico corresponde a un

entrenamiento moderado o incrementado en la tarea de El.

2. Cuantificar los nucleos pCREB positivos en el GD, el area CAl y el area
CA3 del hipocampo dorsal en ratas entrenadas en la tarea de EI bajo

condiciones de entrenamiento moderado e incrementado.

VII. HIPOTESIS

1. Una intensidad alta de choque eléctrico en el entrenamiento de EI
producira una mayor resistencia a la extincibn en comparacion a una
intensidad baja de choque eléctrico.

2. La proporcién de nucleos pCREB positivos en el GD serd mayor en el
grupo entrenado con 3.0 mA en comparacion al grupo entrenado con 1.0
mA.

3. La proporcién de nucleos pCREB positivos en el drea CAL1 sera mayor en
el grupo entrenado con 3.0 mA en comparacion con el grupo entrenado
con 1.0 mA.

4. La proporcion de nucleos pCREB positivos en el area CA3 sera mayor en
el grupo entrenado con 3.0 mA en comparacion con el grupo entrenado
con 1.0 mA.

VIIl. METODO GENERAL Y DISENO EXPERIMENTAL

Todos los experimentos fueron realizados siguiendo las directrices del
Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia (INB) de la UNAM y la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 (2001) referentes al uso y al manejo de
animales de experimentacion, asi como la Guia para el Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de Salud de Estados (2011).
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1. Animales

Se utilizaron 50 ratas macho de la cepa Wistar (250 — 350 g; obtenidas del
bioterio del INB-UNAM) y se asignaron de manera aleatoria a cada grupo
experimental. Las ratas permanecieron individualmente en cajas habitacion de
acrilico ubicadas en el bioterio del laboratorio con una temperatura entre 22 a
24 °C; con un ciclo de luz-oscuridad de 12 h (encendiendo las luces a las 7:00
h) y se les permitio libre acceso a agua y alimento.

2. Aparatos

El entrenamiento se llevo a cabo en una cdmara de El (Fig. 7). Este aparato
tiene dos compartimientos: de seguridad y de castigo. Ambos compartimentos son
del mismo tamafio (30 cm x 30 cm x 30 cm) y estan separados por una puerta
deslizante, tipo guillotina. Las paredes del compartimiento de seguridad estan
hechas de acrilico rojo y el piso es una rejilla de tubos de acero inoxidable. Cuenta
con un foco de 10 W al centro de su tapa para mantenerlo iluminado. Por otro
lado, el compartimento de castigo no esta iluminado. A la mitad de su piso hay una
ranura de 1.5 cm que separa dos placas de acero inoxidable que forman las
paredes laterales. Tales placas tienen forma de «V» con 20 cm de separacion en
la parte superior y 8 cm en la parte inferior. Las placas del compartimiento de
castigo estan conectadas a una unidad de corriente constante (Grass Instruments
Co., modelo CCU-1, EEUU), la cual esta conectada a un estimulador que genera
pulsos cuadrados (Grass Instruments Co., modelo S486G, EEUU). Los
pardmetros de los estimulos eléctricos fueron los siguientes: 100 V, pulsos de 50
ms de duracién y una frecuencia de pulsos de 10/s. La duracion de los estimulos y
las latencias de entrada, escape y retencion fueron medidas con ayuda de equipo
automatizado. Ambos compartimentos se limpiaron con alcohol al 10 % antes y
después de cada ensayo. La camara de evitacion inhibitoria se ubica dentro de un
cuarto sonoamortiguado y oscuro, provisto de un enmascarador de ruido
(BRS/LVE, modelo AU-902).
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Figura 7. Camara de evitacion inhibitoria. A Compartimento de seguridad. B
Compartimento de castigo. C Estimulador de pulsos cuadrados.

3. Manipulacién

Antes del entrenamiento, las ratas fueron manipuladas en tres sesiones
consecutivas para habituarlas al manejo del experimentador y disminuir el estrés
provocado por éste. Cada sesion consistio en colocar a la rata sobre una toalla
blanca (que estaba colocada en las piernas del experimentador) para sujetarla
cuidadosamente y manipularla con ambas manos (usando guantes) durante 5

minutos. Al término, la rata se regresaba a su caja habitacion.

4. Tarea de El
4.1 Entrenamiento

La rata fue colocada en el compartimento de seguridad, y 10 s después se abrié la
puerta deslizable; una vez que el animal pasé al compartimento de castigo se
cerré la puerta y se administro un choque eléctrico de 1.0 o 3.0 mA durante 10 s.
Transcurridos 5 s después del inicio de la administracion del choque se abrié la
puerta, permitiendo al sujeto escapar al compartimento de seguridad en donde
permanecid durante 30 s antes de ser regresado a su caja-habitacidon. Se registré

el tiempo transcurrido entre la colocacion de la rata en el compartimento de
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seguridad y el momento en el que ingres6 al compartimento de castigo (latencia
de entrada), asi como el tiempo en que tardé en pasar del compartimento de
castigo al de seguridad durante la administracién del choque eléctrico (latencia de
escape). Un grupo de ratas (0.0 mA) no recibié choque eléctrico durante el

entrenamiento.
4.2 Retencion

Pasadas 24 h después del entrenamiento se realiz6 la prueba de retencion
que consistié en el mismo procedimiento de la sesién de entrenamiento, pero sin
administrar el choque eléctrico. Se midio el tiempo que la rata tardé en pasar al
compartimento de castigo (latencia de retencién). Si el animal no pasaba en el
transcurso de 600 s, se daba por terminada la sesion y se anotaba ese tiempo
como su latencia de retencion. Para medir la extincion, este procedimiento se

repitidé durante siete dias consecutivos con un intervalo de 24 h entre cada sesion.
5. Sacrificio y extraccion del cerebro

Los animales fueron decapitados 60 minutos después del entrenamiento.
Los cerebros fueron extraidos para sumergirlos en 2-metilbutano (Sigma-Aldrich),
el cual, estaba contenido dentro de un vaso colocado en un bafio de alcohol etilico
natural al 96 % en hielo seco. El tejido cerebral fue almacenado a -70 °C.

6. Criosecciéon

Los cerebros congelados fueron colocados en una matriz de acero
inoxidable para cortarlos en rebanadas que tuvieran en ambos hemisferios al
hipocampo dorsal segun las coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (2007). El
grosor de tales rebanadas fue de 4 mm en el eje antero-posterior (coordenadas

antero-posterior:- 3.14 a 4.3 con respecto a Bregma).

Cada rebanada de cerebro fue colocada de manera aleatoria en un molde
de plastico (Electron Microscopy). Una vez ocupadas las cinco posiciones del
molde, se aplic6 un medio crioprotector (OCT Tissue Tek) y se esperé a que se
congelara. Al resultado de este procedimiento se le denomino bloque de cerebros.
Cada blogque de cerebros tenia un sujeto de cada condicion experimental y fueron
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cortados a 20 um en un criostato a una temperatura entre -16 a -18 °C. Los
tejidos fueron recolectados en laminillas silanizadas. Las laminillas fueron

almacenadas a - 70 °C.
7. Inmunohistoquimica

Se emplearon 20 laminillas que contenian tejido cerebral de todos los
grupos experimentales, los cuales, fueron fijados en formalina al 2 % (pH 7.4)
por 8 minutos. Se realizaron lavados con TBS 1X (pH 7.0) y TSB 1X Tween
(TBST). Las sefales inespecificas de la deteccion fueron bloqueadas con una
solucién que contenia TSA (Perkin Elmer), Tritbn y suero normalizado de
cabra (NGS por sus siglas en inglés, 5 %) por 30 minutos a temperatura
ambiente. EI anticuerpo primario (Anti-pCREB, Ser 133, Cell Signaling) fue
diluido (1:400) en TSA buffer de bloqueo, Triton y NGS (5 %) y se dejé incubar
en las laminillas por 2 horas a temperatura ambiente y después toda la noche
a 4 °C. Se volvio a lavar con TBS 1X por 5 minutos. Enseguida, los tejidos se
incubaron en una solucion de peroxido de hidrégeno (3.3 ml) disueltos en
metanol (100 ml) por 20 minutos para después lavarse con TBS 1X-T. El
segundo anticuerpo biotinilado fue diluido 1:400 en TSA. Logrado lo anterior,
se dejo incubar a temperatura ambiente por 3 h y luego toda la noche a 4 °C.
Posteriormente, se realizaron lavados con TBS 1X-T y TBS 1X, para dejar
incubar con el kit de amplificacion AB (Vector) por 45 minutos. Después de la
amplificacién con AB, se hicieron otros lavados con TBS 1X-T y TBS 1X. Las
laminillas fueron incubadas con DAPI (1:5000; por 45 minutos) para la
deteccion de nucleos celulares. Finalmente se montaron los cubre objetos con
Vectashield (Vector).

8. Obtencidon y andlisis de imagenes

Fue empleado un microscopio semi-confocal ApoTome (marca Carl Zeiss
Imager Z1) con camara AxiCamMR3 para la obtencion de imagenes del GD, del
area CAly del area CA3 (Fig. 8).
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DAPI (nucleos)

Figura 8. Imagenes mosaico del hipocampo dorsal izquierdo. A. Contratinciébn de nucleos
neuronales con DAPI. B. Inmunohistoquimica para pCREB. C. Colocalizacién de imagenes y
sefialamiento de las tres capturas que se realizaron en cada subregion. Las imégenes fueron
obtenidas de un corte cerebral de una rata entrenada con 3.0 mA. Escala 500 pm
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Para controlar la variacién de la sefial producida por el proceso de marcaje, los
parametros de imagen (brillo, contraste y saturacién) se ajustaron segun los
valores observados en el animal del grupo bioterio para hacer la comparacion con
el resto de los tejidos cerebrales colocados en la laminilla. Excitando con
fluorescencia el tejido, se realiz6 la captura de imagenes en profundidad (Z-stacks)
con un objetivo de 40 x con 1.3 AN (apertura numérica) y un total de 25 planos
Opticos aproximadamente. Después de obtener las imagenes de cada region,

éstas fueron analizadas con el programa IMAGE-J (licencia libre).

Los conteos celulares fueron realizados basandose en la tincion de nucleos
gque permiti6 una distincion morfolégica: se clasificaron como nucleos
neuronales y nucleos gliales. Aquellas células que tenian nucleos con tincion
nuclear pequefia, intensa y uniforme fueron consideradas glias y fueron
excluidas, mientras que los nucleos con apariencia mas grande y con tincion
menos intensa y uniforme se tomaron como neuronas (Gonzalez-Franco et al.,
2017; Vazdarjanova et al., 2006).

A partir del plano medial de cada apilamiento de imagenes en Z, se
tomaron solo el 60 % (30% hacia arriba y 30 % hacia abajo) para poder
observar y contabilizar los ndcleos de las neuronas. Esto con el fin de no
contar nucleos incompletos o que parte de ellos estuvieran en otra laminilla y
prevenir que fueran contados doble vez. Terminado el conteo de nucleos se
hizo el empalme de las imagenes (nucleos con DAPI y pCREB) y tomando en
cuenta todos los planos utiles, se observaron y contabilizaron aquellos nucleos
previamente marcados y contados que se empalmaban con la sefial de ambas
tinciones. Como criterio de inclusibn se tom6 en cuenta que la sefial de
pCREB ocupara mas de la mitad del nicleo y que estuviese presente tres
planos como minimo en la proyeccién en Z. Aquellos nacleos que cumplian
estos criterios fueron designados como pCREB positivos (Fig.9). La
proporcion de nucleos pCREB se obtuvo al dividir los nucleos pCREB entre el

total de nucleos. El analisis de imagenes se hizo en ciego.
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Nucleo pCREB positivo

Nicleo pCREB negativo

Figura 9. Cuantificacion de pCREB en nucleos. Se muestra una imagen del area
CA3 tomada con el objetivo apocromatico de 40 x del microcopio ApoTome. En el
extremo derecho se muestran a los dos tipos de nlcleos que se consideraron:
positivo (superior derecha) y negativo (inferior derecha). Escala 20 pm (imagen
izquierda) y escala 5 um (imagenes en el lado derecho).

9. Andlisis estadistico

Tarea de El. Debido a un corte arbitrario de 600 s en las latencias de
retencién, los resultados fueron analizados con estadistica no paramétrica. Se
utilizé la prueba Kruskal-Wallis para comparar, en forma independiente, las
latencias de entrada, escape y retencion. En caso de encontrar diferencias
significativas se ocup6 la prueba de comparaciones multiples de Dunn para hacer
comparaciones entre pares de grupos. Se empled el nivel de significancia p <
0.05.

Prueba de extincién. Se empled la prueba de Friedman para analizar las
latencias de retencion en los siete ensayos. Si se llegaban a encontrar diferencias,
se recurria a la prueba Wilcoxon para comparar entre pares de ensayos entre si
en cada grupo. Asimismo, para hacer comparaciones en cada sesion de extincion,
entre los tres grupos, se utilizé la prueba Kruskal-Wallis. Si se encontraban
diferencias significativas, se utilizé la prueba U de Mann-Whitney para comparar

entre pares de grupos. Se utilizo el nivel de significancia p < 0.05.
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Cuantificacion de los nacleos con pCREB. Se unieron los datos de ambos
hemisferios y se utilizé la prueba ANOVA de una via para determinar si existian
diferencias significativas entre los distintos grupos experimentales en cuanto a la
proporcién de nucleos con pCREB. Si el andlisis de varianza resultaba significativo
se recurria a la prueba post-hoc de Bonferroni para determinar entre qué pares de

grupos se encontraban las diferencias. Se uso el nivel de significancia p < 0.05.

VIIl. EXPERIMENTO 1: curva de extincion
1. Método y disefio experimental

Se utilizaron 30 ratas macho de la cepa Wistar, las cuales fueron
manipuladas durante tres dias por 5 minutos. Posteriormente, las ratas fueron
distribuidas en grupos independientes para su entrenamiento en la tarea de El.
Los parametros de estimulacion eléctrica fueron establecidos siguiendo la curva
de extincion obtenida por Bello-Medina y colaboradores (2016) quedando de la
siguiente manera: un grupo contexto (0.0 mA), donde las ratas fueron entrenadas
en la tarea de El, pero no se les administr6 ningun choque eléctrico y sélo
pasaban de un compartimento a otro; un grupo entrenado con un choque
eléctrico moderado (1.0 mA); y un grupo entrenado con un choque eléctrico
incrementado (3.0 mA). Ambas intensidades de choque eléctrico fueron
administradas en un tren de 50 ms de pulsos cuadrados de 10 Hz. Cada grupo

estuvo constituido por 10 ratas.

Veinticuatro horas después del entrenamiento, se llevaron a cabo siete
sesiones de extincidon que consistieron en colocar al animal en el compartimento
de seguridad y registrar el tiempo que le tomaba pasar al compartimento de
castigo. Si la rata no cruzaba en 600 s, se daba por terminada la sesion y se le
asignaba ese tiempo a su latencia de retencion. Se infiere que mientras mayor sea

la latencia de retencion mayor es el nivel de memoria (Fig. 10).
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Manipulacién Extincion

Llegada al Entrenamiento
bioterio

Figura 10. Linea temporal donde se muestra el orden y fases del experimento |

2. Resultados

Al hacer el andlisis estadistico de los datos conductuales, la prueba
Kruskal-Wallis no mostrd diferencias significativas en las latencias de entrada
observadas entre los tres grupos (0.0, 1.0 y 3.0 mA). (H ¢ = 1.33, p = 0.5142)
(Fig.11 A). Sin embargo, se hallaron diferencias estadisticamente significativas al
comparar las latencias de escape entre los grupos (H (2 = 19.86, p < 0.0001) (Fig.
11 B) encontrandose que el grupo de 0.0 mA tuvo una latencia de escape
significativamente mayor que la de los grupos entrenados con 1.0 mA (p = 0.0052)
y 3.0 mA (p = 0.001). No se encontraron diferencias estadisticas al comparar estos
dos ultimos grupos (p = 0.9999) (Fig.12 B).

El andlisis estadistico de las latencias de retencion observadas a lo largo de
las sesiones de extincion se realizd con la prueba Friedman, la cual, no reporta
diferencias estadisticas en el grupo de 0.0 mA (X?2 = 7.803, p = 0.2529). En
contraste, se muestran diferencias en el grupo entrenado con 1.0 mA (X? (2) =
57.15, p < 0.0001). Por otro lado, no se observan diferencias en el grupo
entrenado con 3.0 mA (X?@2) = 6, p = 0.4232) (Fig. 11 C). Al analizar las latencias
de retencion del grupo entrenado con 1.0 mA con la prueba Friedman, se observo
una reduccion significativa en su latencia de retencion en la quinta sesion de
extincion en comparacion con la primera sesion de extinciéon (p = 0.002). Esta

disminucién contindo en la sexta (p = 0.002) y en la séptima sesiones (p = 0.002).
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Se realizaron comparaciones entre el grupo de 0.0, 1.0 y 3.0 mA en cada
sesion de extincidbn usando la prueba Kruskal-Wallis. Los resultados de este
analisis muestran que en la primera sesion los grupos experimentales son
diferentes (H 2= 27.5, p < 0.0001). Las comparaciones entre pares de grupos con
la prueba U de Mann-Whitney reportan que el grupo de 0.0 mA tuvo una menor
latencia que los grupos entrenados 1.0 mA (p < 0.0001) y 3.0 mA (p < 0.0001). El
grupo entrenado con 1.0 mA no es diferente al grupo de 3.0 mA (p = 0.9999). En
la segunda sesion también se encontrd que los grupos son distintos (H ) = 26.03,
p < 0.0001); el grupo de 0.0 mA sigue siendo diferente del grupo de 1.0 mA (p =
0.0002) y del grupo de 3.0 mA (p < 0.0001). No se encuentran diferencias entre el
grupo de 1.0 mA contra el grupo de 3.0 mA (p = 0.9999). En la tercera sesidn esta
diferencia entre los grupos experimentales se mantiene (H (2) = 23.95, p < 0.0001),
siendo el grupo de 0.0 mA estadisticamente diferente al grupo de 1.0 mA (p <
0.0001) y al grupo de 3.0 mA (p < 0.0001). No se reportan diferencias entre el
grupo de 1.0 mA contra el grupo de 3.0 mA (p = 0.9999). En la cuarta sesion, se
encontré que todos los grupos son diferentes entre si (H ) = 23.23, p < 0.0001).
Las comparaciones entre pares de grupos reportan que el grupo de 0.0 mA es
diferente al grupo de 1.0 mA (p < 0.0001) y al grupo de 3.0 mA (p < 0.0001) y el
grupo de 1.0 mA es distinto al grupo de 3.0 mA (p = 0.0105). Tales diferencias se
mantienen en la quinta sesion (H ¢ = 25.02; p < 0.0001). En esta sesion, la
prueba de U de Mann-Whitney reporta que grupo de 0.0 mA es distinto al grupo de
1.0 mA (p < 0.0001) y al grupo de 3.0 mA (p < 0.0001). De igual modo, se reporta
qgue el grupo de 1.0 mA es diferente del grupo de 3.0 mA (p = 0.0003). Lo mismo
ocurre en la sexta sesion (H (2 = 23.25, p < 0.0001), en donde el grupo de 0.0 mA
contintia siendo diferente al grupo de 1.0 mA (p < 0.0001) y al grupo de 3.0 mA (p
< 0.0001); y el grupo de 1.0 mA es estadisticamente diferente del grupo de 3.0 mA
(p = 0.0002). Para la séptima sesién la diferencia entre los grupos se mantiene (H
@ = 24.32; p < 0.0001), hallandose que el grupo de 0.0 mA es diferente al grupo
de 1.0 mA (p = 0.0002) y al grupo de 3.0 mA (p = 0002). Las diferencia entre el
grupo de 1.0 mA y el grupo de 3.0 mA se mantiene en esta sesion (p = 0.0005)
(Fig. 11 C).
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Figura 11. A Latencia de entrada al compartimento de castigo. No se observan diferencias
entre los grupos. B Latencia de escape del compartimento de castigo. Los grupos
entrenados con 1.0 mA y con 3.0 mA difieren del grupo 0.0 mA (p < 0.01). Los circulos en
cada barra representan el desempefio de cada animal. C Latencia de retencion por sesion
de extinciéon para las tres condiciones experimentales en la tarea de El. El circulo indica el
momento en el que la latencia de retencibn comienza a diferir con respecto a la primera
sesion. Todos los resultados se muestran en medianas con rangos intercuartilares. * p < 0.01
con respecto al grupo 0.0 mA.
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IX. EXPERIMENTO II: cuantificacion de la proporcion de nucleos positivos a
pCREB en el hipocampo dorsal bajo condiciones de entrenamiento

moderado e incrementado
1. Método y disefio experimental

Se emplearon 20 ratas de la cepa Wistar, las cuales, fueron manipuladas
durante 5 minutos por 3 dias. Los sujetos fueron entrenados en la tarea de El,
asignandose al azar a los siguientes grupos (n = 4, por grupo): un grupo Bioterio
(Bio) que permanecio en del bioterio del laboratorio hasta el dia de su sacrificio;
un grupo contexto (0.0 mA), que fue entrenado, pero al que no se administré
choque eléctrico para determinar si la exploracion al contexto cambia la proporcién
de nucleos pCREB positivos; un grupo de sélo choque (3.0 mA) que fue colocado
directamente en el compartimento de castigo para recibir el choque de 3.0 mA
durante 5.6 s (ya que este tiempo es equivalente al tiempo que recibieron el
choque el grupo entrenado con 3.0 mA) para saber si la expresion de pCREB era
inducida sélo por la administraciéon del choque eléctrico sin entrenamiento; un
grupo de entrenamiento moderado (1.0 mA), y uno de entrenamiento
incrementado (3.0 mA), donde las ratas fueron entrenadas con los mismos
parametros ya descritos. Una hora después del entrenamiento, se extrajeron los
cerebros y se almacenaron a -70 °C. Posteriormente, se procesé el tejido con la
técnica de inmunohistoquimica para la deteccién de pCREB y DAPI. Finalmente,
se realiz la captura y el andlisis de las imagenes del GD, area CAl y area CA3

del hipocampo dorsal (Fig.12).
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2. Resultados

2.1 Cambios en la proporcién de nucleos pCREB positivos en el GD

Se decidi6 unir los datos encontrados en ambos hemisferios para
analizarlos con la prueba ANOVA de una via, la cual, reportd diferencias
significativas entre grupos (F @, 15y = 11.297, p = 0.0002). Las comparaciones entre
pares de grupos con el post hoc Bonferroni revelan que el grupo Bio es diferente al
grupo SCh (p = 0.0162), al grupo entrenado con 1.0 mA (p = 0.0047) y al grupo
entrenado con 3.0 mA (p < 0.0001). Se observa que el grupo entrenado con 0.0
mA difiere del grupo entrenado con 3.0 mA (p = 0.0002). Se revelaron diferencias
entre el grupo entrenado con 1.0 mA al compararlo con el grupo entrenado con 3.0
mA (p = 0.009). Se muestra que el grupo SCh es diferente al grupo entrenado con
3.0 mA (p = 0.0026). No hubo diferencias significativas cuando se realizaron

comparaciones entre los grupos restantes (Fig. 13 y Fig. 14).
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Figura 13. Proporcién de nacleos pCREB positivos en el GD del hipocampo dorsal de
cada grupo estudiado, observada una hora después de haber sido entrenadas en la
tarea de El, donde se comparan entre si los distintos grupos experimentales. * p < 0.05,
**pn < 0.01, ** p < 0.001, con respecto a Bio. ¥ p < 0.001 contra todos los grupos.
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Figura 14. Imagenes representativas de nicleos pCREB positivos en el GD. En la primera
columna se muestra en verde a los nucleos tefiidos con DAPI. En la segunda columna se
muestra en rojo a pCREB. En la tercera columna se presenta la colocalizacion de ambas
imagenes. Todas las imagenes se muestran con una escala de 20 um.
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2.2 Cambios en la proporcién de nucleos pCREB positivos en el area
CAl

La prueba ANOVA de una via revel6 diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (F @, 15) = 19.077, p < 0.0001). El post hoc Bonferroni
muestra que el grupo Bio tiene una proporcion estadisticamente menor que los
grupos entrenados con 1.0 mA (p = 0.001) y con 3.0 mA (p < 0.0001). EIl grupo
entrenado con 0.0 mA muestra ser estadisticamente diferente de los grupos
entrenados con 1.0 mA (p = 0.0235) y con 3.0 mA (p < 0.0001). La comparacién
entre el grupo entrenado con 1.0 mA con el grupo entrenado con 3.0 mA resulta
significativa (p = 0.0013). Se observan diferencias entre el grupo de SCh con

respecto al grupo entrenado con 3.0 mA (p < 0.0001) (Fig. 15y 16)
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Figura 15. Proporcion total de nacleos pCREB positivos en el CA1 del hipocampo dorsal
de ratas observadas una hora después de haber sido entrenadas en la tarea de El,
comparando entre los distintos grupos experimentales. Al no haber diferencias entre
hemisferios se unieron los datos para el analisis. * p < 0.001, ** p < 0.0001 con respecto
a Bio. *p < 0.05, *# p < 0.01 a 0.0001 contra todos los grupos.
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Figura 16. Imagenes representativas de nucleos pCREB positivos en el area CAL. En la
primera columna se muestra en verde a los nucleos tefiidos con DAPI. En la segunda
columna se muestra en rojo a pCREB. En la tercera columna se presenta la colocalizacion
de ambas imagenes. Todas las imagenes se muestran con una escala de 20 um.
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2.3 Cambios en la proporcion de nucleos pCREB positivas en el area
CA3

Los datos encontrados en ambos hemisferios se analizaron con la prueba ANOVA
de una via encontrandose diferencias entre grupos (F @4, 15y = 11.706; p = 0.0002).
Las comparaciones entre pares de grupos con el post hoc Bonferroni muestran
que el grupo Bio tiene una proporcion de nucleos pCREB positivos menor que la
de los grupos SCh (p = 0. 0152) y del entrenado con 3.0 mA (p < 0.0001). Se
reporta que el grupo entrenado con 0.0 mA es distinto al grupo entrado con 3.0 mA
(p = 0.0001). Se observa que el grupo entrenado con 1.0 mA es diferente al grupo
entrenado con 3.0 mA (p = 0.0004). La comparacién entre el grupo de SCh con el
grupo entrenado con 3.0 mA result6 estadisticamente significativa (p = 0.0025). No
se encontraron diferencias cuando se realizaron comparaciones entre otros pares

de grupos (Fig. 17 y Fig. 18).
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Figura 17. Proporcion total de nucleos pCREB positivos en el area CA3 del
hipocampo dorsal de ratas observadas una hora después de haber sido entrenadas
en la tarea de El realizando comparaciones entre los distintos grupos experimentales.
*p < 0.05, ** p < 0.0001 contra Bio, * p < 0.01 a 0.0001 contra todos los grupos.
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Figura 18. Imagenes representativas de nucleos pCREB positivos en el area CA3. En la
primera columna se muestra en verde a los nucleos tefiidos con DAPI. En la segunda
columna se muestra en rojo a pCREB. En la tercera columna se presenta la colocalizacion
de ambas imégenes. Todas las imagenes se muestran con una escala de 20 um.
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2.4 Resumen de los resultados del experimento Il

SCh 0.0 mA 1.0 mA 3.0 mA
GD 1 - 1 h
Area CA1 - - 1 1
Area CA3 0 - - P

Tabla 1. Resumen de los resultados obtenidos en la proporcion de nucleos pCREB
positivos en el GD, area CAl y el area CA3 del hipocampo dorsal. Se muestra con
flechas el cambio con respecto al grupo intacto. El simbolo * indica que el cambio es
mayor con respecto al grupo entrenado con 0.0 mA. El # sefiala que el cambio es
mayor con respecto al grupo entrenado con 1.0 mA.

XI. DISCUSION

Las diferencias en las latencias de retencion observadas en funcion de la
intensidad del entrenamiento durante la extincion de la tarea de El indican que el
grupo entrenado con 1.0 mA muestra una resistencia a la extincibn menor que el
grupo entrenado con 3.0 mA, permitiendo considerarlos como entrenamiento
moderado e incrementado, respectivamente, ya que lo que caracteriza al
entrenamiento incrementado es su alta resistencia a la extincion (Prado-Alcalé et
al., 1994; Garin-Aguilar et al., 2012; Bello-Medina et al., 2016; Gonzalez-Franco et
al., 2017).

Comprender la manera como sucede el proceso de consolidacion de la
memoria dentro del sistema nervioso nos brinda pautas para explicar por qué las
experiencias mas intensas tardan mas en presentar un proceso de extincion. Si la
experiencia incrementada de entrenamiento produce diferencias en la fortaleza de
la memoria (medida a través de la extincidn), entonces podriamos suponer que las
diferentes velocidades de extincion se deben a que las memorias de las
respuestas condicionadas originadas por las diferentes intensidades de
entrenamiento estan bajo control de diferentes mecanismos cerebrales de
consolidacion, a pesar de que se trata de una misma respuesta condicionada
(Prado-Alcala et al., 2007).
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En general, los resultados de esta tesis muestran que ocurre un cambio en
la proporcion de nucleos pCREB positivos como consecuencia de la asociacion
entre el contexto y el choque eléctrico con la respuesta. Esto era de esperarse
dado que la fosforilacion de CREB esta relacionada a la consolidacién de la
memoria debido a que esta molécula participa en la expresion de genes como
BDNF, TH, GIluR1, CRF, c-fos, entre otros, que son importantes para la plasticidad
sinaptica (Bernabeu et al., 1997; Impey et al., 1998; Cammarota et al., 2000; Viola
et al.,, 2000; Bitner, 2012). Cabe mencionar que la plasticidad singptica es un
mecanismo que se ha empleado para explicar los cambios estructurales que se
han sugerido se requieren para la consolidacion de la memoria (Dudai, 2004). Sin
embargo, la intensidad del entrenamiento es un parametro que influye en el
proceso de consolidacion (Morris y Gold, 2012; Lamprecht y LeDoux, 2004;
Vitureira y Goda, 2013) y en los cambios estructurales que se asocian a la
plasticidad sinaptica (Bello-Medina et al., 2016). De esta forma, planteamos la
posibilidad que la fosforilacion de CREB fuese diferente en el hipocampo dorsal
segun la intensidad con la que se llevara a cabo el entrenamiento en la tarea de
El.

Se encontré que la proporcion de nucleos pCREB positivos en el GD del
grupo entrenado con 3.0 mA es diferente a todos los grupos experimentales y
controles. Una estrategia para explicar lo anterior es analizando cémo las
aferencias del GD modifican los niveles de neurotransmisores y
neuromoduladores y de qué manera estos cambios se encuentran vinculados a la
fosforilacion de CREB y a la consolidacion de la memoria. EI GD recibe
informacion proveniente de la CE y de los nucleos submamilares del hipotalamo
(fiboras que emplean en su mayoria glutamato), asi como proyecciones
noradrenérgicas del nucleo coeruleus, dopaminérgicas del area ventral tegmental
y serotoninérgicas de los nacleos del rafé (Amaral, 1993; Buhl y Whittington, 2007,
Prince et al., 2016). Es logico suponer que la entrada de informacion al GD
conlleve un aumento en los niveles de glutamato (Riedel y Micheau, 2001),
noradrenalina (Mello-Carpes, da Silva de Vargas, Gayer, Roehrs e lzquierdo,

2016), dopamina (Bernabeu et al., 1999) y serotonina (Meneses, Manuel-Apolinar,
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Castillo y Castillo, 2007). Se ha encontrado evidencia de que estos
neurotransmisores estan vinculados a un aumento en los niveles de pCREB
(Izquierdo y Medina, 1997; Bernabeu et al.,, 1999; Wang et al., 2018). De esta
manera, nuestros resultados podrian sugerir que durante el proceso de
consolidacion ocurre un aumento en los niveles de glutamato, dopamina,
serotonina y noradrenalina que inducen un aumento en la proporcion de nucleos
pPCREB positivos en el GD. Por otro lado, este incremento en la proporcion de
nucleos pCREB positivos podria vincularse con modificaciones estructurales
reportadas en el GD luego de una experiencia de aprendizaje, como el incremento

en la densidad de espinas dendriticas (O’Malley et al., 1998).

Los patrones de cambio en la proporcion de nucleos pCREB positivos que
fueron encontrados en el GD podrian ser explicados analizando su funcionalidad,
la cual, ha sido descrita a través de la teoria de separacion de patrones que
propone que el GD mantiene la capacidad de transformar representaciones o
recuerdos similares en representaciones muy diferentes (Leutgeb et al., 2007).
Potencialmente, este mecanismo electrofisiolégico estaria participando al
momento de la entrada de la informacién en el GD realizando una distincion entre
un entrenamiento moderado frente a uno incrementado, incluso aunque la

informacion esté en un primer relevo de integracion (Amaral et al., 2007).

Otro hallazgo de esta tesis fue que la proporcién de nucleos pCREB
positivos en el area CAl es menor en el grupo entrenado con 1.0 mA en
comparacion con el grupo entrenado con 3.0 mA. La conectividad del area CAl es
importante para comprender su participacion en el proceso de consolidacion, ya
que las diferentes aferencias y eferencias de esta subregion sugieren la
posibilidad de una alta interaccion de entradas sinapticas (Kaibara y Leuing,
1993). El area CA1l recibe aferencias provenientes de las colaterales de Schaffer
(Amaral y Lavenex, 2007), del hipocampo contralateral (Witter, Groenewegen,
Lopes Da Silva y Lohman, 1989) y la CE, a través de la via perforante (Amaral,
1993). La gran mayoria de estas fibras son glutamatérgicas (Buhl y Whittington,

2007). Este aumento en los niveles de glutamato, como resultado de la
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estimulaciébn necesaria para el establecimiento de la memoria, activa a los
receptores AMPA y NMDA, los cuales, incrementan la concentracion de Ca?*
intracelular generando una mayor actividad de PKA y CaMKIV, las cuales,
fosforilan a CREB (lzquierdo y Medina, 1997). Probablemente, el aumento de la
intensidad del entrenamiento genere un incremento en la actividad de las
aferencias del area CAL, lo cual, promoveria un aumento en todos los pasos de la
cascada anteriormente descrita y conduciria a una mayor proporcion de nucleos

pPCREB positivos

La topografia de las aferencias sinapticas afecta a la integracion de los
impulsos nerviosos procedentes de sistemas aferentes especificos (Shepherd et
al.,, 1985). Se sabe que hay dos proyecciones diferentes en la CE. Las
proyecciones de la via perforante surgen principalmente de la capa Il y 11l de la CE
(Witter y Amaral, 1991). Las células de la capa Il proyectan casi exclusivamente al
GD, al area CA3 y al area CA2; en cambio, las células de la capa lll proyectan
hacia el area CAl1 y al Sub, siendo esta ultima proyecciébn mas robusta y
organizada en el cerebro de la rata (Amaral, 1993). Probablemente, durante el
entrenamiento incrementado las células de la capa Ill cambien su patrén de
estimulacién y, probablemente sea el motivo por el que, aunque hay un aumento
en la proporcién de nucleos pCREB positivos en el area CAl, éste no sea mayor
que lo observado en el GD y el area CAS.

Esta diferencia en las aferencias de la CE nos permite explicar por qué se
observa que la proporcién de nucleos pCREB positivos en el area CA3 es mayor
en el grupo entrenado con 3.0 mA en comparacion con el resto de los grupos.
Probablemente, las células de la capa Il se encuentren mas activas y, de esta
manera, los receptores NMDA y AMPA se activen y desencadenen la cascada

neuroquimica necesaria para la fosforilacion de CREB.

Ademas, la CE se considera una estacion que transmite sefiales de dolor al
hipocampo (Liu y Chen, 2009). En este sentido la via que existe entre la CE con el
GD vy el area CA3 envian proyecciones hacia areas del tadlamo y de la sustancia

gris periacuaductal que se han relacionado con el procesamiento de estimulos
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dolorosos (Prince, 2000), lo cual, brinda indicios para explicar por qué en el grupo
de SCh se presenté un aumento en la proporcion de nucleos pCREB positivos en
el GD y el area CA3. Probablemente el patron de activacion de esta via puede ser
alterada por la intensidad del estimulo, sin llegar a inducir los cambios que se

observan cuando ocurre un entrenamiento incrementado.

La funcionalidad del area CA1l y del area CA3 también nos brinda indicios
para explicar estos cambios en la proporcion de nucleos pCREB positivos. Se ha
encontrado que la actividad eléctrica del area CA3 esta relacionada a la
codificacion de nueva informacion (Basu y Siegelbaum, 2015). Por otro lado, area
CA1l presenta una actividad eléctrica mayor en componentes de tipo espacial
(Roth, Yu, Rao y Knierim, 2012). De hecho la tarea de EI tiene componentes de
tipo espacial (Prado-Alcala et al., 2012). La participacion del area CA1 en este
tipo de aspectos espaciales permite entender el aumento en la proporcion de
nacleos pCREB positivos en el grupo experimental que Unicamente estuvo
expuesto al contexto (grupo entrenado con 0.0 mA), pues se ha reportado una
mayor activacion de CREB como resultado de la exposicion de contextos

novedosos (Viola et al., 2000).

Cabe sefialar que el area CALl requiere de sintesis de proteinas de novo
para mantener la informacion por largo plazo, mientras que el area CA3 no
(Calixto et al., 2003). Esto plantea la necesidad de proponer otros mecanismos
bioquimicos que expliquen el aumento de la proporcion de nucleos pCREB
positivos observados en estas dos areas. Hay que considerar que este aumento la
proporcién de nudcleos pCREB positivos podria relacionarse a una mayor
liberacion de corticosterona. Se ha reportado que los eventos estresantes inducen
la liberacion de corticosterona, la cual, facilita la consolidacién de la memoria
(Medina et al.,, 2007; Sandi y Rose, 1997) que directa o indirectamente actua
sobre el hipocampo dorsal (Kemp y Manahan-Vaughan, 2008) promoviendo la
activacion de las cascadas del AMPc (Finsterwald y Alberini, 2014)
desencadenando con ello la fosforilacibn de CREB (Bitner, 2012). Se sabe que al

aumentar los parametros de intensidad para el entrenamiento se ocasiona un
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incremento en los niveles de corticosterona (Gonzalez-Franco et al., 2017). De
esta manera, los cambios en la proporcion de nucleos pCREB positivos en la
consolidacion de la memoria de la tarea de El podrian ser resultado de la
activacion tanto de vias gendmicas (Aakalu, Smith, Nguyen, Jiang, y Schuman
2001) como de vias no gendémicas de los receptores a glucocorticoides (Chen,
Bambah-Mukku, Pollonini y Alberini, 2012).

Particularmente, en el caso del entrenamiento incrementado, este aumento
encontrado en el nimero de ndcleos pCREB positivos, permite explicar por qué es
posible la consolidacion de la memoria aun ante tratamientos amnésicos, como los
reportados por Rodriguez Serrano (2010), en donde la administracion de
anisomicina (un ISPs) en el hipocampo dorsal no interfiere con la consolidacion de
la memoria cuando se emplea un entrenamiento incrementado. Probablemente, la
fosforilacion de CREB sea la encargada de llevar estos procesos de consolidacion,
pues, como sefala Diaz-Trujillo y colaboradores (2009), la activacion de las
proteinas preexistentes pueden ser las encargadas de llevar a cabo todos estos
procesos de consolidacion de la memoria que subyacen al entrenamiento
incrementado. Otra evidencia que nos permite sustentar lo anterior es que los
cambios postraduccionales, como la fosforilacion, participan de manera mas activa

en la consolidacion de la memoria (Routtenberg y Rekart, 2005).

Potencialmente, este tipo de investigacién podria llevarnos a comprender la
manera en que el sistema nervioso procesa la informacion de determinadas
experiencias para poder guardarlas en forma mas o menos permanente (Prado-
Alcald et al., 2012). De esta forma, los datos de esta tesis podrian ser evidencia
gue permitiria generar una posible explicacién para los informes clinicos que
mencionan que las experiencias mas intensas 0 mas recurrentes son las menos
vulnerables a procesos amnésicos, lo cual, tiene evidentes implicaciones para la
psicoterapia; pues muchas de las estrategias psicoterapéuticas necesitan
entender la manera acerca de cOmo se incorporan experiencias emocionales
intensas y por qué estas resultan dificiles de olvidar como ocurre en el trastorno de

estrés postraumatico (Sanchez-Castillo et al., 2014).
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XIl. CONCLUSIONES

1. El aumento en la intensidad del choque eléctrico en el entrenamiento de El
produce una mayor resistencia a la extincibn en comparacion con una
intensidad baja de choque eléctrico.

2. El aumento en la proporcion de nucleos pCREB positivos en las distintas areas
del hipocampo dorsal inducido por el entrenamiento incrementado podria estar
relacionado a un aumento de la actividad neuronal que incluye una mayor
liberacibn de neurotransmisores y corticosterona asi como la activacion de
cascadas de segundos mensajeros que desembocan en la transcripcion de
genes asociados a la consolidacion.

3. En el GD la proporcion de nucleos pCREB positivos difiere entre el grupo con
un entrenamiento moderado del grupo y el grupo con entrenamiento
incrementado, probablemente porgue la informacion se encuentra en un primer
relevo de integracion.

4. La proporcion de nacleos pCREB positivos en el area CA1 es menor en el
grupo con un entrenamiento moderado en comparacién con el grupo con un
entrenamiento incrementado, probablemente por una diferencia en los niveles
de glutamato y Ca?* intracelular, mismos que inducen una mayor actividad de
la cascada de sefalizacion del AMPc desencadenando con ello una mayor
fosforilacion de CREB.

5. En el area CAS3, la proporcion de nucleos pCREB positivos es mayor en el
grupo con un entrenamiento incrementado en comparacién al resto de los
grupos, debido quizd a que las aferencias provenientes de la capa Il de la CE
se encuentran mas activas, induciendo a una mayor activacion de los
receptores NMDA y AMPA desencadenando la cascada neuroquimica
necesaria para la fosforilacion de CREB.
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