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RESUMEN

Existe evidencia de que los tratamientos amnésicos que interfieren con la
actividad de distintas regiones del cerebro, incluyendo al hipocampo, amigdala,
cuerpo estriado y la sustancia nigra de sujetos entrenados en evitacion inhibitoria,
son menos eficaces o ineficaces cuando se administran a sujetos que han sido
sometidos a sobreentrenamiento o a altas intensidades de choque eléctrico. Estos
resultados se han interpretado en el sentido de que las regiones cerebrales
inactivadas no son sitios criticos para los procesos de memoria inducidos por este
tipo de entrenamiento. Debido a que en esos experimentos los tratamientos
amnésicos se administraron después del entrenamiento, se ha propuesto que la
amnesia se indujo porque el entrenamiento incrementado acelero la consolidacion de
la memoria y en consecuencia, el efecto amnésico maximo del tratamiento ocurrio
después de que la memoria del aprendizaje fue consolidada. Para investigar esta
idea, en el presente estudio el hipocampo de ratas se inactivd inyectando
bilateralmente tetrodotoxina (TTX) (10 ng/hemisferio) 30 minutos antes del
entrenamiento de evitacion inhibitoria entrenada con intensidades de choque
relativamente baja (1.0 mA), media (2.0 mA) o alta (3.0 mA). La retencién de la tarea
se midi6 48 h después del entrenamiento. Por otro lado, hay evidencias que
muestran que el aprendizaje y la memoria de una variedad de tareas, incluyendo la
de evitacion inhibitoria, inducen el desarrollo de espinas dendriticas en el hipocampo;
en este trabajo también se investigd si la extincion de una respuesta de evitaciéon
inhibitoria, que ha sido adquirida con niveles de choque bajo, medio y alto
(aprendizaje incrementado), promueve espinogénesis en la region proximal, medial y
distal de las neuronas piramidales del area CAl del hipocampo. Los resultados
indican que la TTX produjo un deterioro profundo o un deterioro leve en los grupos
entrenados con 1.0 6 2.0 mA respectivamente, y no hubo deterioro de la retencién
con el entrenamiento de 3.0 mA,; estos datos confirman el efecto protector del
sobreentrenamiento contra la amnesia inducida experimentalmente, y sugiere que
esta proteccion no es debida a consolidacién acelerada, sino mas bien que el
entrenamiento incrementado activa otros sistemas cerebrales distintos a los que
tipicamente estan implicados en la mediacion de la consolidacion de la memoria.
Ademas, el entrenamiento de evitacion inhibitoria con intensidades de choque
eléctrico relativamente bajas, indujo poda de las espinas dendriticas a lo largo de la
longitud de las dendritas apicales de las neuronas de CALl del hipocampo. Cuando
los animales se entrenaron con una intensidad relativamente alta de choque se
presentd una elevada resistencia a la extincién, y se observo poda en los segmentos
proximal y medial de la dendrita apical, mientras que la cantidad de espinas en la
dendrita distal permanecié normal. Estos resultados indican que la poda esta
implicada en la extincion de la conducta, mientras que el mantenimiento de las
espinas es un probable mecanismo que media el efecto protector producido por el
entrenamiento incrementado contra tratamientos amnésicos.
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ABSTRACT

There is extensive evidence that amnestic treatments are less effective, or
ineffective when administered to subjects that have been overtrained or subjected to
high foot-shock intensities in aversively-motivated learning. This protective effect has
been found with a variety of learning tasks and with treatments that disrupt activity in
several regions of the brain, including the hippocampus, amygdala, striatum, and
substantia nigra. Such findings have been interpreted as suggesting that the brain
regions disrupted are not critical sites for the memory processes induced by these
types of training. In most experiments investigating this issue the amnestic treatments
were administered after training. Thus, it might be less amnesia was induced because
the training accelerated memory consolidation and, thus, the maximum effect of the
amnestic treatment occurred after memory of the learning experience was
consolidated. The present study investigated this issue by inactivating the
hippocampus of rats bilaterally with tetrodotoxin (TTX) (10 ng/side) 30 min before
one-trial inhibitory avoidance training using relatively low (1.0 mA), medium (2.0 mA),
or high (3.0 mA) foot-shock intensities. Retention of the task was measured 48 h after
training. TTX produced a profound retention deficit, a mild deficit, and no deficit at all
in the 1.0, 2.0, and 3.0 mA groups, respectively. These data confirm the protective
effect of training with relatively high foot-shock intensity against experimentally
induced amnesia, and suggests that this protection is not due to accelerated
consolidation. Rather, the findings suggest that strong training activates brain
systems other than those typically involved in mediating memory consolidation.
Numerous reports indicate that learning and memory of conditioned responses are
accompanied by genesis of dendritic spines in the hippocampus, although there is a
conspicuous lack of information regarding spine modifications after behavioral
extinction. There is ample evidence that treatments that typically produce amnesia
become innocuous when animals are submitted to a procedure of enhanced training.
We now report that extinction of inhibitory avoidance, trained with relatively low foot-
shock intensities, induces pruning of dendritic spines along the length of the apical
dendrites of hippocampal CA1 neurons. When animals are trained with a relatively
high foot-shock there is a high resistance to extinction, and pruning in the proximal
and medial segments of the apical dendrite are seen, while spine count in the distal
dendrite remains normal. These results indicate that pruning is involved in behavioral
extinction, while maintenance of spines is a probable mechanism that mediates the
protecting effect against amnesic treatments produced by enhanced training.
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l. INTRODUCCION

El establecimiento de las bases neurobiolégicas que sustentan a la memoria,
facultad de retener y recordar experiencias pasadas o bien, la persistencia del
aprendizaje en un estado que puede ser revelado mas tarde (Bower y Hilgard, 1981;
Squire, 1987), es motivo de estudio de muchos grupos de investigacion.

En 1900 Miiller y Pilzecker describieron experimentos tendientes a identificar
las leyes que rigen la formacion y evocaciéon de la memoria y establecieron que la
memoria es un proceso gue requiere del paso del tiempo y que es muy fragil durante
su formacion. A este periodo de fragilidad le denominaron consolidacion. En otras
palabras, las memorias de largo plazo no se realizan de forma espontanea ellas se
consolidan con el tiempo después del aprendizaje; por lo tanto, la consolidacion se
refiere a los procesos dependientes del tiempo por los cuales la informacion derivada
de una experiencia de aprendizaje puede ser transferida desde un almacén de
memoria a corto plazo, labil a un almacén de memoria a largo plazo estable. La
evidencia clinica y datos experimentales en animales han dado un fuerte apoyo a
esta hipétesis, ya que constantemente se ha encontrado que la interferencia con la
actividad cerebral poco después de una experiencia de aprendizaje produce
incapacidad para recordar esa experiencia, pero aumentando el intervalo entre el

aprendizaje y tal interferencia la memoria se consolida.

La mayor parte de la evidencia que apoya la teoria de la consolidacion ha sido
proporcionada por experimentos en los que los sujetos son entrenados para realizar
una tarea después de un numero relativamente pequefio de ensayos 0 sesiones de
entrenamiento, o estan sometidos a niveles relativamente bajos de estimulacién
aversiva. Aunque las influencias amnésicas rara vez se han estudiado en
experimentos con entrenamiento intensivo, los hallazgos disponibles han indicado
reiteradamente que los tratamientos amnésicos llegan a ser ineficaces o menos
eficaces cuando los animales estadn entrenados extensamente (sobreentrenamiento)
o se les dieron relativamente altas intensidades de choque eléctrico
(sobrerreforzamiento) durante el entrenamiento (Prado-Alcald et al., 2012). Este
efecto se ha observado tras la administracion sistémica de los tratamientos



amnésicos (Duran-Arévalo et al., 1990; Cruz -Morales et al., 1992; Solana-Figueroa
et al., 2002; Diaz-Truijillo et al., 2009), asi como tratamientos localizados que afectan
el cuerpo estriado (STR), la amigdala (AMY), sustancia negra (SN) y el hipocampo,
entre otras estructuras cerebrales (Thatcher y Kimble, 1966; Prado-Alcalad y Cobos-
Zapiain, 1977, 1979; Prado-Alcal4 et al., 1980; Parent et al., 1992, 1994; Cobos-
Zapiain et al., 1996; L&zaro-Mufioz et al., 2010). Estos encuentros se han
interpretado como sugerentes de que las estructuras afectadas no son sitios criticos
para los cambios que median asociaciones basadas en el sobreentrenamiento o
fuerte estimulacién aversiva (sobrerreforzamiento), lo que implica que otras regiones

del cerebro favorecen o apoyan el procesamiento de la memoria.

Otras investigaciones han demostrado que incrementando la magnitud de la
estimulacion aversiva utilizada durante el entrenamiento de evitacion inhibitoria (1A)
se atenta el efecto amnésico producido usualmente por la inactivacién del
hipocampo post-entrenamiento (Quiroz et al.,, 2003), lo que sugiere que el
funcionamiento del hipocampo no es esencial para la consolidacién de informacién
de gran intensidad emocional. El reclutamiento de otros sistemas cerebrales parece

permitir el almacenamiento de dicha informacion (Ambrogi Lorenzini et al., 1999).

Considerando que en los protocolos anteriores los tratamientos amnésicos
intracerebrales se han aplicado después del entrenamiento, se ha hecho otra
propuesta para explicar el efecto protector del incremento en la magnitud del
reforzador: la informacion se almacena a pesar del tratamiento amnésico, porque el
choque eléctrico de mayor intensidad aplicado durante el entrenamiento
(sobreentrenamiento) induce la aceleracion del proceso de consolidacion de la
memoria, que se llevaria a cabo en el corto intervalo que hay entre el entrenamiento
y la aplicacién del tratamiento amnésico (Parent y McGaugh, 1994). Recientemente,
se encontré que los efectos amnésicos tipicos de cicloheximida, un inhibidor de la
sintesis de proteinas, fueron prevenidos por el entrenamiento incrementado de
evitacion inhibitoria (Diaz-Trujillo et al., 2009). A pesar de esta evidencia, los
mecanismos neurobioldgicos del efecto protector de la mejora del aprendizaje frente

a los tratamientos amnésicos siguen siendo completamente desconocidos.



Un cambio estructural neuronal que ha sido propuesto como un sustrato de
memoria a largo plazo esta relacionado con los cambios en la densidad de las
espinas dendriticas (Horner, 1993; O'Malley et al., 2000; Leuner et al., 2003).

También hay un creciente cuerpo de evidencia que sugiere fuertemente que la
adquisicion de nueva informacion induce el desarrollo de las espinas dendriticas en
el hipocampo en una variedad de tareas de aprendizaje (Mahajan y Desiraju, 1988;
Horner, 1993; Moser et al., 1994; Rusakov et al., 1997; O'Malley et al., 2000; Leuner
et al., 2003; Restivo et al., 2009), incluyendo la tarea de IA utilizada en el presente
estudio (O'Malley et al., 1998). Sin embargo, hay una evidente falta de informacién

con respecto a la formacion de espinas en condiciones de aprendizaje incrementado.

Por tal motivo en esta tesis se pretende 1) investigar si el choque eléctrico de
mayor intensidad aplicado durante el entrenamiento (sobrerreforzamiento) de
evitacion inhibitoria induce la aceleracién del proceso de consolidacién de la memoria
y 2) investigar si la extincion de una respuesta de evitacion inhibitoria que ha sido
adquirida con niveles bajo, medio y alto (aprendizaje incrementado) de choque
eléctrico promueve espinogénesis en las neuronas piramidales del CAl del

hipocampo.



. APRENDIZAJE Y MEMORIA
Il.L1. Aprendizaje

La mayoria de los individuos del reino animal cuenta con un importante

avance evolutivo que les ha ayudado a adaptarse mejor a su medio: el aprendizaje.

Los animales filogenéticamente menos desarrollados poseen un repertorio
conductual limitado y responden reflejamente ante los cambios de la estimulacion
circundante. Aquellos que han logrado un mayor avance evolutivo cuentan, ademas,
con respuestas instintivas mas complejas que las reflejas; pero aun asi, sus patrones
de respuesta son restringidos y dificiimente pueden ser modificados. Los organismos
cuyo sistema nervioso es mas complejo, son capaces de modificar sus reacciones de
un momento a otro en una situacién determinada, dependiendo del resultado de sus
experiencias en la misma situacion o ante circunstancias similares (Prado-Alcala,
1991).

Las diversas definiciones de aprendizaje coinciden en que este proceso es un
cambio, relativamente permanente, en la conducta de un sujeto, que resulta de la
experiencia. Al limitar el aprendizaje a cambios relativamente permanentes, se
excluyen modificaciones de la conducta debidas a factores de motivacién, a la
adaptacion sensorial o a la fatiga. Al sefialar que la practica, el entrenamiento o la
experiencia son las condiciones esenciales del aprendizaje, se excluyen cambios de
la conducta que son resultado de la maduracion, la senectud o de variables
fisiologicas (Bower y Hilgard, 2011).

II.L1.1. Aprendizaje no asociativo

La forma mas simple de aprendizaje es el no asociativo, este se caracteriza
porque para presentarse no es necesario gue se establezca una asociacion entre un
estimulo y una respuesta, o entre dos estimulos; a este tipo de aprendizaje
corresponden la habituacion y la sensibilizacion.

II.L1.2. Aprendizaje asociativo

El aprendizaje asociativo implica el establecimiento de una asociacion entre

un estimulo y una respuesta, o entre dos estimulos. Los principales tipos de



aprendizaje asociativo son el condicionamiento clasico y el condicionamiento

operante o instrumental.
a) Condicionamiento Clasico o Pavloviano

También llamado reflejo condicionado Tipo | o condicionamiento respondiente.
Este tipo de aprendizaje se establece apareando (asociando) un estimulo neutro que
no produce respuestas reflejas especificas con un estimulo incondicionado que
puede producir una respuesta refleja especifica. Después de cierto namero de
asociaciones el estimulo antes neutro, es capaz de producir por si solo, la respuesta
refleja. Después de que el estimulo ha adquirido el poder para evocar la respuesta,
recibe el nombre de estimulo condicionado y la respuesta evocada por este estimulo
recibe el nombre de respuesta condicionada. En sus experimentos clasicos, Paviov
estudi6 en perros la salivacion inducida por la presentacion de estimulos
incondicionados como comida. Una campana se tocaba justamente antes de la
presentacion del estimulo incondicionado y esto se repetia cierto nimero de veces
hasta que el animal producia saliva cuando se tocaba la campana aunque no se
colocara carne en la boca. En este experimento, la carne que se colocaba en la boca
era el estimulo incondicionado (El), el estimulo que normalmente produce una
respuesta incondicionada particular. El estimulo condicionado (EC), era el toque de
la campana. Después de que el EC y el El habian sido apareados el namero
suficiente de veces, el EC producia la respuesta originalmente evocada sélo por el
El.

Si el EC se presenta repetidas veces sin el El, llega un momento en que el
reflejo condicionado desaparece, esto se llama extincién o inhibicion interna. Sin
embargo, si el reflejo condicionado es reforzado de tiempo en tiempo, apareando de
nuevo el EC y el El, la respuesta condicionada persiste indefinidamente (Klein, 2012;
Pavlov, 1927). En el condicionamiento clasico, el EC y el El ocurren dentro de una
secuencia regular, sin importar lo que el organismo esté haciendo. La relacién
temporal precisa entre el EC y el El puede variar. Esa relacién temporal diferente
entre el EC y el El ha permitido que el condicionamiento clasico sea clasificado en

cinco procedimientos diferentes: a) condicionamiento simultaneo, b) demorado, c)



huella, d) hacia atras e) temporal. Durante el desarrollo del condicionamiento clasico,
pueden estudiarse varias etapas; adquisiciébn, mantenimiento, generalizacion y

discriminacion de estimulos, extincion y recuperacién espontanea (Reynolds, 1973).
b) Condicionamiento Operante o Instrumental

Otro tipo de aprendizaje asociativo es el condicionamiento operante (también
llamado instrumental o aprendizaje por ensayo y error o condicionamiento Tipo II).
Los procedimientos de este tipo de entrenamiento derivan de la obra de Bechterev y
Thorndike y se caracterizan porque la conducta del sujeto es el instrumento para

la produccion de recompensa o para evitar un estimulo aversivo.

En contraste con el condicionamiento clasico, en el que un estimulo
determinado (El) provoca una respuesta especifica (RI), en el aprendizaje
instrumental u operante, los organismos pueden estar emitiendo, espontaneamente
un numero determinado de respuestas que forman parte de su repertorio
(operantes); conductas que al alterar el ambiente ocasionan consecuencias sobre el
sujeto, de esta manera se llega a modificar la conducta del organismo. Si una de
esas respuestas es seguida por algun evento o estimulo favorable para el organismo,
entonces esa conducta tendera a repetirse, por lo tanto, la frecuencia de la conducta
operante basicamente esta determinada por el efecto que produce el evento
ambiental que va después de ella. Es evidente que en el condicionamiento operante,
el experimentador tiene que esperar que la respuesta ocurra naturalmente antes de

gue pueda aumentar su probabilidad de ocurrencia por medio de una recompensa.

Las distinciones entre una gran variedad de procedimientos de
condicionamiento instrumental, se basan fundamentalmente en la distincion
efectuada por Thorndike entre satisfactores y perturbadores, que en términos
contemporaneos corresponden a reforzadores positivos 0 negativos. Entendiendo
“por estado satisfactorio [reforzador positivo] aquel que el animal no trata de evitar, y
gue a menudo trata de obtener y preservar’. “Por estado de cosas molesto o
perturbador designamos aquel que cominmente el animal evita y abandona
[reforzador negativo]” (Thorndike, 1911 en Klein 2012).



El condicionamiento instrumental también es referido como condicionamiento
operante. Este término fue introducido por Skinner quien también desarrollo el
aparato de entrenamiento conocido como caja de Skinner, en la cual los animales
recibian una pequefia recompensa o reforzador, por presionar una palanca (Skinner,
1938 en McGaugh, 1973). Esta técnica posibilitd estudiar los efectos de varias
recompensas y otras influencias sobre la tasa de respuesta y ha proporcionado un
medio para investigar cosas tales como procesos sensoriales en animales. Por
ejemplo, un animal puede ser ensefiado a presionar una palanca solo en la presencia
de un estimulo particular, y por una variaciéon de la intensidad del estimulo, su umbral
sensorial para ese estimulo se puede medir. Estudios de condicionamiento
instrumental u operante, también han revelado una serie de fenOmenos interesantes
que no se observan en el condicionamiento clasico. Por ejemplo, los patrones de
respuesta estan influidos por la frecuencia y el patrbn de recompensas. Las
recompensas se pueden dar después de cada respuesta, o se les puede dar forma
intermitente, es decir, después de un numero fijo o aleatorio de respuestas o bien

después de un intervalo fijo o aleatorio de respuestas (McGaugh, 1973).

A los efectos, estimulos 0 consecuencias que siguen a la respuesta o
conducta se les llama reforzadores. Un reforzador es cualquier estimulo o evento que
incrementa la probabilidad de que una conducta se repita (Skinner, 1953 en Bower y
Hilgard, 2011) y como se indic6 en el parrafo anterior, estos pueden ser positivos o

negativos.
11.1.3. Reforzador positivo

Si la aparicion de un estimulo como consecuencia de una respuesta
incrementa la probabilidad de que la respuesta ocurra en el futuro, el estimulo recibe

el nombre de estimulo reforzante positivo o reforzador positivo.
II.1.4. Reforzador negativo

Si la desaparicion de un estimulo aversivo como consecuencia de una
respuesta ocasiona que la respuesta ocurra en el futuro con una mayor probabilidad,
el estimulo recibe el nombre de estimulo aversivo o reforzador negativo. El

reforzamiento negativo implica la eliminacion de un estimulo aversivo.



El escape y la evitacion son los dos paradigmas en que los estimulos
aversivos incrementan o mantienen la accién de responder. En la evitacién, una
respuesta le permite al organismo posponer o evitar el comienzo de un estimulo
aversivo, mientras que en el escape, la respuesta da término a un estimulo aversivo
después de que se ha iniciado su presentacion; el organismo no puede evitar la

aparicion del estimulo aversivo (Reynolds, 1973).
II.1.5. El paradigma de evitacién o prevencion

Ya se indicO que en la evitacion una respuesta le permite al sujeto evitar o
posponer el comienzo de un estimulo aversivo. El procedimiento de evitacion

presenta dos variantes: el entrenamiento de evitacion activa, y el de evitacion pasiva.

En el procedimiento de evitacion activa el sujeto termina con un estimulo
aversivo cuando emite una respuesta operante explicita, como presionar una palanca
0 evitar un lugar particular en el espacio experimental. Las pruebas de evitacion
activa pueden ser de dos sentidos y un sentido. En la evitacion activa de un sentido
el animal se coloca en un lado de la caja (castigo) y después de una demora de 10
segundos recibe un choque eléctrico en las patas, el choque puede ser evitado por el
desplazamiento del animal de un lado a otro (seguro) de la caja. Posteriormente el
animal es removido del lado seguro de la caja y después de un intervalo inter-ensayo
se coloca de nuevo en el lado de castigo y se le da un choque eléctrico al final del
periodo de demora; la latencia para realizar la respuesta de desplazamiento al lado
seguro se considera como indice de aprendizaje. En la evitacién activa de dos
sentidos, el animal no es removido del lugar seguro durante el primer ensayo, en
lugar de esto, transcurrido el periodo de demora se presenta un tono (sefial)
indicando que el choque ocurrird en este compartimento, obligando al sujeto a
desplazarse al lado contrario de la caja (Beninger, 1989). Las respuestas que pueden
ser medidas con el procedimiento de evitacidn activa en un sentido son la latencia de
escape, el nUmero de evitaciones, etc.; en el procedimiento de evitacién activa en
dos sentidos las respuestas a determinar son la respuesta de evitacion condicionada,

el nimero de escapes, la latencia de evitacion etc.



En el procedimiento de evitacion pasiva o inhibitoria, generalmente se han
utilizado dos tipos: la latencia de bajada (Step-down) y el pasar al otro lado (Step-
through); esta udltima, fue desarrollada por Jarvick y Koop (1967). Se sabe que los
roedores evitan la luz intensa, por lo que cuando se les coloca en un compartimiento
iluminado comunicado con uno obscuro, prefieren permanecer en el lugar mas
obscuro. El procedimiento consta de dos sesiones: durante la primera, también
llamada de entrenamiento el animal se coloca en el compartimento bien iluminado
(lugar seguro de la camara); poco tiempo después se abre una compuerta y se le
permite la entrada al compartimento obscuro y cerrando la puerta se le administrara
un choque eléctrico. Se esperaria que durante esa sesion de entrenamiento el animal
asocie el compartimiento obscuro con el choque; de tal manera que al colocarlo
nuevamente en el compartimiento seguro de la camara durante la sesion de prueba,
el animal evite recibir el choque, inhibiendo la respuesta de entrada al
compartimiento obscuro. La medida de retencidon usada en esta tarea es la latencia
de la respuesta de entrada al compartimento en donde el animal recibid el choque.
Las latencias de retencion cortas son consideradas como evidencia de amnesia, y
las latencias de retencion largas como evidencia de retencién y aprendizaje. Este
procedimiento de Step-through presenta dos variantes: la evitacion pasiva de un
ensayo Yy la evitacién pasiva de ensayo multiple. La evitacion pasiva de un
ensayo permitird el registro de respuestas como la latencia de retencién; en la
evitacion pasiva en ensayo multiple se pueden medir ademas de las latencias, el
namero de ensayos requeridos para alcanzar el criterio de aprendizaje

arbitrariamente elegido, el nUmero de aciertos y errores.

Puede precisarse que la respuesta de evitacion constituye tanto un
condicionamiento clasico como instrumental, ya que para que el animal evite es
necesario que asocie primero el EC (una luz) con el El (choque eléctrico) y luego
asocie la respuesta efectiva (R) cruzar al otro lado, con el reforzador negativo
(terminacion del choque eléctrico). En cambio, la respuesta de escape es soélo
instrumental, pues el sujeto aqui sélo necesita asociar la respuesta efectiva (R) con
el reforzador negativo (El) (Klein, 2012).



[1.2. La Memoria

Para que un sujeto aprenda, se requiere que las experiencias del pasado se
almacenen de alguna forma, de manera que cuando se encuentren otra vez los
mismos estimulos, la reaccion a éstos esta determinada por lo que sucedié antes; a
esta capacidad de recordar se le ha llamado memoria. Los estudios sobre
aprendizaje hacen énfasis en la adquisicion de conocimiento y desarrollo de nuevas
conductas, y los de memoria subrayan el papel de la retencion o recuerdo de las
conductas y otros eventos. La memoria se refiere a la persistencia del aprendizaje en
un estado que puede ser revelado un tiempo después (Squire, 1987); la memoria es

la prueba de haber aprendido, es el conocimiento de una experiencia pasada.
I1.2.1. Etapas, mecanismos o procesos de la memoria

La memoria ha sido considerada como un proceso que implica las siguientes
etapas: registro o codificacion, que corresponde a la entrada de la informacion que
es recibida por el sistema nervioso central; consolidacién o almacenamiento de la
informacion; y evocacioén, recuperacion o decodificacién de la informacién (Baddeley,
1997).

Atkinson & Shiffrin  (1971) sugirieron que hay tres etapas en el
almacenamiento de la informacion o almacén de memoria: registro sensorial o

memoria sensorial, memoria a corto plazo y memoria a largo plazo (Figura 1).

estimulos MEMORIA atencién MEMORIA A repaso MEMORIA A
——» SENSORIAL ——— CORTO PLAZO ——» LARGO PLAZO
Visual
Auditiva
¢, Otras?

Figura 1. Diagrama simplificado que ilustra el modelo de Atkinson y Shiffrin (1971)
sobre el almacenamiento de la memoria en tres etapas. La interpretacion y
organizacion de las experiencias se lleva a cabo durante la segunda etapa, o
memoria de corto plazo. La etapa final, 0 memoria de largo plazo, constituye el lugar
de almacenamiento permanente o casi permanente en la memoria.
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[1.2.2. Memoria sensorial

La investigacion sobre las caracteristicas del almacén sensorial ha analizado
dos sistemas sensoriales: el sistema visual y el sistema auditivo. La copia visual que
contiene el registro sensorial se denomina icono y se almacena en la memoria
iconica. La memoria ecoica contiene una réplica de una experiencia auditiva, y el

eco se almacena en el registro sensorial.

La investigacion clasica de Sperling (1963) examinando el almacenamiento de
informacion visual en el registro sensorial mostré que: 1) un icono es una copia
exacta de una experiencia visual, y 2) la memoria icénica dura sélo un breve periodo
de tiempo tras el evento. El trabajo de Sperling sugiere que las imagenes visuales se
almacenan en el registro sensorial durante 0.25 segundos. Sin embargo
dependiendo de las condiciones, los iconos pueden permanecer hasta 1 segundo o
menos de 0.25 segundos. La intensidad de los acontecimientos visuales parece

influir en la duracién de un icono.

En el registro sensorial se puede almacenar también un duplicado exacto de
una experiencia auditiva. Neisser (1967 en Klein, 2012) denominé memoria ecoica, 0
eco de un evento reciente, al recuerdo de una experiencia auditiva almacenado en el
registro sensorial. Aunque podria pensarse que un eco tiene la misma duraciéon que

un icono, se sugiere que la duracién usual de un eco es de dos segundos.

Los términos iconica o ecoica representan mecanismos de almacenamiento
preliminar y transitorio de informacion. Este tipo de memoria también se conoce con
el nombre de memoria inmediata y engloba los recuerdos que duran segundos, solo

mientras la persona contindia pensando en ellos.
11.2.3. Memoria de Corto Plazo

La informacion almacenada en el registro sensorial es transferida a la memoria a
corto plazo, donde se retiene durante un breve periodo de tiempo antes de ser
almacenada permanentemente (o casi permanentemente) en la memoria a largo
plazo. La duracion de un recuerdo en la memoria a corto plazo normalmente es de
unos 15 a 20 segundos. El tiempo de permanencia depende de dos procesos:

primero del repaso; sin el repaso la informacion puede desaparecer de la memoria a
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corto plazo antes de que sea almacenada en una forma significativa ya que el repaso
también permite organizar la informacion; segundo, del desplazamiento de
informacion anterior cuando entra nueva informacion, puesto que sélo se puede
retener una cantidad limitada de informacion en la memoria a corto plazo. La
memoria de corto plazo se refiere a un sistema que retiene informacién de manera
temporal en un estado especial mientras llega a ser incorporada o transferida, dentro
del almacén de memoria de largo plazo més estable y potencialmente permanente
(Squire, 1987).

[1.2.4. Memoria de Largo Plazo

Es un sistema de memoria mas estable y potencialmente permanente; el
almacenamiento de la informacion perdura por dias, meses o incluso afios; parece
tener una capacidad ilimitada de almacenamiento de informacién (Squire, 1987). Por
lo general, se considera que la memoria a largo plazo es el resultado de cambios
estructurales reales en las sinapsis que aumentan o suprimen la conduccién de
sefales. Dos procesos pueden dificultar la recuperacion de la informaciéon de la
memoria a largo plazo, la interferencia de otros recuerdos o bien la ausencia de un

estimulo especifico (atributos de la memoria) para recordar un evento dado.

Dentro de la memoria de largo plazo son consideradas dos distinciones:
memoria declarativa (memoria para hechos y episodios) y memoria procedimental
(memoria para habilidades y otras operaciones cognoscitivas). La memoria
procedimental es la memoria sobre habilidades o destrezas, estas memorias no son
accesibles al conocimiento consciente; una prueba de una memoria procedimental
s6lo puede obtenerse a través de la observacién de la ejecucion. Esta memoria
representa conocimiento de como hacer las cosas, que son almacenadas como
resultado de las experiencias de condicionamiento instrumental. Las memorias
procedimentales pueden representar también reacciones emocionales ante eventos
ambientales, como miedo al atravesar un puente elevado. Estas reacciones
emocionales se almacenan como resultado del condicionamiento pavioviano. Las

memorias procedimentales se adquieren lentamente a través de la experiencia
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repetida. Aqui también quedan comprendidas la habituacion y la sensibilizacién
(Squire y Kandel, 1999).

La memoria declarativa o explicita se caracteriza como capacidad para
adquirir, retener y recuperar, consciente e intencionadamente acontecimientos,
hechos numeros, eventos, palabras, rostros y los conocimientos adquiridos durante
nuestra experiencia de vida; una memoria declarativa puede existir en la forma de un
pensamiento verbal o de una imagen no verbal. La memoria declarativa puede
formarse en una Unica experiencia, aunque la practica puede aumentar la capacidad

para recordar una memoria declarativa (Squire, 1987; Squire y Kandel, 1999).

Dentro de la memoria declarativa se hace una subdivisiébn: memoria
episddica y memoria semantica (Tulvin, 1972; Schacter y Tulvin, 1994). La memoria
episédica se refiere a la memoria para eventos pasados 0 acontecimientos
especificos en la vida del individuo (autobiografia), consta de informacion sobre
acontecimientos relacionados temporalmente, mientras que la memoria semantica
contiene el conocimiento necesario para la utilizaciéon del lenguaje. La memoria
episédica puede ser sobre un evento experimentado en un momento y lugar
determinados y la memoria semantica incluye informacién sobre las palabras y otros
simbolos, sus significados y referentes, las relaciones entre las palabras y los
simbolos, y las reglas, formulas o algoritmos para la adquisicion de conceptos y

resolucién de problemas.

La informaciébn que contiene la memoria episédica esta organizada
temporalmente; es decir, un evento precede, se produce al mismo tiempo o sigue a
otro evento. Por el contrario, el conocimiento en la memoria semantica esta
organizado conceptualmente. La fuente de memoria episddica es la estimulacion
sensorial; la comprension del conocimiento cultural constituye la fuente de la

memoria semantica (Squire, 1987; Tulvin, 1972).
[1.2.5. Consolidacién de la memoria

La consolidacion es el proceso relativo a la transicion de un sistema de
almacenamiento de informacion labil y de vida corta a un sistema viable de

almacenamiento a largo plazo. El desarrollo de la memoria a largo plazo parece
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ocurrir sobre periodos de tiempo y puede involucrar eventos bioquimicos que alteran
la conectividad sinaptica de un modo estable, o cambios morfologicos en la
topografia de la conectividad sinaptica (Squire y Davis, 1981).

El concepto de consolidaciéon de la memoria fue establecido por Miller y
Pilzecker quienes propusieron que el aprendizaje no induce instantaneamente,
memorias permanentes sino que la memoria toma tiempo para ser fijada o
consolidada). Consecuentemente la memoria permanece vulnerable a la interrupcién

por un periodo de tiempo después del aprendizaje (Lechner et al., 1999).

La evidencia esencial para la teoria de la consolidacion de la memoria,
procede de estudios donde se altera la actividad cerebral por medio de
electrochoques convulsivos o por la administracion de convulsivantes poco después
de una experiencia. lgualmente una conmocion cerebral, la aplicacién de anestesia
general profunda o cualquier otro efecto que bloquee la actividad puede impedir la
consolidacion de modo que en una prueba posterior no se demostraria retencion
alguna; el escaso recuerdo producido tras el tratamiento se denomina amnesia
retrégrada (Bower y Hilgard, 2011; Klein, 2012).

La hipétesis de la consolidaciéon de la memoria propuesta hace mas de un
siglo por Muller y Pilzecker fue el punto de partida y sigue guiando a la investigacion
estimulado estudios que revelan las influencia hormonal y neuronal que regula la
consolidacion de la memoria (McGaugh, 2000); asi como el descubrimiento de
eventos moleculares y celulares (Kandel, 2001) y los procesos que ocurren a nivel de
sistemas cerebrales y las interacciones entre ellos durante la formacion de la
memoria (Lechner et al., 1999; Nadel y Bohbot, 2001).

[1.2.6. La memoria no es unitaria

La idea de que la memoria estd compuesta de distintos sistemas tiene una
larga historia. William James en su obra Principios de Psicologia (1890) escribié
capitulos separados sobre memoria primaria y memoria secundaria. Otros
antecedentes son el de McDougall (1923) quien distinguié entre reconocimiento
explicito e implicito, y Tolman (1948) quien propuso que hay mas de una clase de

aprendizaje. En 1969 Bruner contrastd entre memoria sin registro y memoria con
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registro. Y en la década de 1970 se hizo una distincion entre conocimiento
declarativo y de procedimiento (Winograd, 1975). Pero la evidencia experimental
para disociar tipos diferentes de memoria proviene del paciente H. M., quien
después de haberse sometido a una cirugia (extirpacion bilateral de los I6bulos
temporales) mostré severo deterioro en la memoria. H. M. presento incapacidad para
aprender nuevos hechos o eventos, pero no hubo evidencia de pérdida de su
capacidad intelectual y mantuvo intacto tanto su lenguaje y sus habilidades
perceptomotoras, asi como su memoria remota. De este conjunto de datos se
concluy6 que las estructuras en el 16bulo temporal medial, muy probablemente el
hipocampo (HC), estuviera implicado en procesos de memoria complejos, y que
estructuras independientes anatomica y funcionalmente del I6bulo temporal medial
mediaban otras funciones de aprendizaje y memoria (Scoville y Milner, 1957). Esto
permitié colocar a la informacion perdida por la amnesia, en el rubro de conocimiento
declarativo y a esas habilidades de H. M. que no fueron deteriorados por la amnesia

en una forma de memoria llamada de procedimiento.

El trabajo subsiguiente con pacientes amnésicos y evidencias de estudios con
animales experimentales permitié ir mas alla de las habilidades motoras detectando
gue otros tipos de aprendizaje tampoco se deterioran con lesiones del HC, tal es el
caso de las habilidades perceptuales (lectura a través del espejo; el
condicionamiento clasico de reflejos (reflejo palpebral); el priming (perceptual y
conceptual), el aprendizaje de gramatica artificial y el de categorias. Toda esta gama
de aprendizajes abre el abanico de lo denominado memoria de procedimiento.
Hallazgos que también determinaron un cambio conceptual a partir de la dicotomia
de conocimiento declarativo y conocimiento de procedimiento (Cohen y Squire, 1980)
0 memoria explicita-memoria implicita (Graf y Schacter, 1985) fueron los siguientes:
a) el cerebelo es esencial para el reflejo condicionado palpebral, aprendizaje
preservado tanto en animales con lesion hipocampica (Schmaltz y Theios (1972)
como en pacientes severamente amnésicos (Clark y Squire, 1998); b) el estriado
(STR) se identific6 como una estructura importante para el aprendizaje que da como
resultado memoria de habito (Mishkin et al., 1984) y en un experimento de

disociacion, en ratas después de lesiones en el fornix y el STR se demostré el papel
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de estas regiones para afectar la memoria declarativa y de habito, respectivamente
(Packard, Hirsh y White, 1989); c) otros tipos de aprendizaje, como el miedo
condicionado o el condicionamiento de preferencia de lugar, los cuales adjudican
carga positiva 0 negativa a un estimulo, implican la participacion de la amigdala
(AMY) (Davis, 1992; Fanselow, 1994; LeDoux, 1992; McDonald y White, 1993). Dada
la amplia variedad de tareas de aprendizaje y memoria explorados en estos estudios,
y el numero de diferentes estructuras que fueron implicadas, la perspectiva cambio al
principio de la década de 1980 para dar paso a un armazén que acomodara sistemas
multiples de memoria. En ese tiempo, el término no declarativa fue introducido con la
idea de que la memoria declarativa se referia a un sistema de memoria y que la
“memoria no-declarativa” es un término que hacia referencia a los varios sistemas de

memoria adicionales (Squire y Zola-Morgan, 1988).

La Figura 2 ilustra una clasificacion que incorpora estas ideas. La memoria
declarativa se refiere a la capacidad de recordar concientemente hechos y eventos, y
es la clase de memoria que es deteriorada en la amnesia y depende de estructuras
en el I6bulo medial temporal. Las formas de memoria no declarativas se refieren a
habilidades y destrezas, no son accesibles al conocimiento conciente, una prueba de
esta memoria sélo se obtiene observando la ejecucion, es decir, son reveladas a
través de la reactivacion de los sistemas dentro de los cuales el aprendizaje ocurrié

originalmente.
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MEMORIA

DECLARATIVA NO DECLARATIVA |

_| EVENTOS PROCEDIMIENTO PRIMING

| HECHOS |—

(HABILIDADES Y APRENDIZAJE CONDICIONAMIENTO APRENDIZAJE
Y HABITOS) PERCEPTUAL CLASICO SIMPLE NO ASOCIATIVO
RESPUESTA RESPUESTA
EMOCIONAL ESQUELETICA
LOBULO MEDIAL ESTRIADO | AMIGDALA | | CEREBELO | ViAS
TEMPORAL REFLEJAS

NEOCORTEZA

Figura 2. Una clasificacion de sistemas de memoria de largo plazo en mamiferos. En
el esquema se indican las estructuras cerebrales que se ha considerado que son
especialmente importantes para cada forma de memoria declarativa y no declarativa
(Tomado de Squire, 2004).

[1.2.7. Relaciones entre los diversos sistemas de memoria

Es evidente que los sistemas multiples de memoria deben interactuar cuando
el cerebro esta intacto y cuando el animal es sometido a un paradigma determinado.
Las interacciones entre los sistemas de memoria pueden ser caracterizadas como
competitivas o cooperativas. Un conjunto de hallazgos congruentes con el punto de
vista de que los sistemas de memoria pueden competir es que la interrupcién o
bloqueo de las funciones de una estructura puede facilitar la adquisicion de algunas
tareas conductuales, por ejemplo, lesiones del HC y del STR en una tarea de
laberinto en cruz deterioran el aprendizaje de lugar (dependiente del HC) y
aprendizaje de respuesta (dependiente del STR), respectivamente (Packard y
McGaugh, 1996); en una tarea de laberinto acuético, la lesion de fimbria/férnix
deterior6 el aprendizaje espacial pero no el aprendizaje de respuesta a sefales
locales estimulo-respuesta (Devan y White, 1999).
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Ademas de los ejemplos de competencia entre los sistemas de memoria hay
algunos ejemplos en los cuales sistemas neurales separados parecen trabajar
cooperativamente para formar nuevas memorias. Uno de ellos es el reportado por
Packard, Cahill y McGaugh (1994), quienes empleando una tarea de laberinto
acuatico de Morris encontraron que la administracion directa de anfetamina dentro de
la AMY inmediatamente después del entrenamiento, facilita la retencién tanto de una
tarea dependiente del HC como una tarea dependiente del STR, mientras que
inyecciones de lidocaina intra-amigdala justo antes de la prueba de retencion no
deterioraron la ejecucién de ninguna de las tareas. Estos experimentos indican que el
procesamiento de estas formas de memoria no depende de la AMY, pero la
activacion de la AMY puede contribuir a la formacion de la memoria que es mediada

por otros sistemas.

En otro experimento, Devan y White (1999), usando el laberinto acuatico de
Morris (en sus versiones de plataforma visible y oculta), evidencian una interaccion
competitiva entre las subregiones medial y lateral del STR, fimbria/fornix y STR
lateral; mientras que el sistema hipocampico puede interactuar cooperativamente con
el STR medial. Las diferencias anatomicas del STR lateral y medial pueden dar
cuenta de estos resultados. EI STR lateral recibe proyecciones que descienden
primariamente desde la neocorteza sensomotora (McGeorge y Faull, 1989) y
ascendentes dopaminérgicos proviniendo desde la sustancia nigra (SN) pars
compacta (Heimer et al., 1995). Estos patrones de conectividad combinados con los
resultados de diferentes estudios implicando lesiones y manipulaciones post-
entrenamiento de las funciones de consolidacion de la memoria (Packard y White,
1991; White y Viaud, 1991; McDonald y White, 1994; Packard y McGaugh 1996)
sugieren que esta subregion estriatal puede especializarse en la formacién de habito
estimulo-respuesta. Por otro lado, el STR medial recibe entradas desde diferentes
areas mesocorticales y alocorticales, incluyendo la formacion hipocampica, lo que
sugiere que el SRT medial puede contribuir al control de la conducta con base
cognitivo-espacial de otras estructuras aferentes a él. Debido a que en este
experimento las lesiones asimétricas no afectan conexiones directas

interhemisféricas a través de las comisuras, es probable que los efectos de la lesion
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resulten especificamente de la desconexion de vias ipsilaterales, esto es,
proyecciones eferentes hipocampicas al STR medial sobre el lado del HC lesionado,
y aferentes hipocampicas y eferentes STR mediales sobre el lado del STR medial
lesionado.

Lo descrito, son algunas de las evidencias experimentales que contribuyeron
al planteamiento de la teoria de sistemas multiples de memoria, asi como a
desentrafiar algunas de las posibles interacciones entre ellos durante el

procesamiento de informacion.

En nuestro laboratorio, una serie de resultados ha venido aportando evidencia
gue apoya la propuesta del procesamiento de informacion por la participacion de
sistemas multiples. Se ha demostrado que varios de los tratamientos que tipicamente
producen amnesia, se tornan totalmente inefectivos (es decir, ya no dafan la
memoria) cuando los sujetos experimentales son sometidos a la tarea de evitacion
inhibitoria, e incluso a otras tareas, en condiciones de entrenamiento incrementado
(sobrerreforzamiento y sobre-entrenamiento). Este efecto protector de las altas
intensidades de choque se ha interpretado en el sentido de que las estructuras
cerebrales implicadas cambian su conectividad, pasando de una configuracion de
circuito en serie a la de un circuito conectado funcionalmente en paralelo (Prado-
Alcala, 1995), de tal manera que cuando ocurre alguna interferencia en una o varias
de las estructuras, la informacion derivada de la experiencia de aprendizaje sigue su
curso hacia el resto de los elementos del sistema, que en estas condiciones de alta
motivacion, son suficientes para consolidar la memoria. Es decir, que en condiciones
de alta intensidad de choque (entrenamiento incrementado) el procesamiento de
informacion parece ocurrir de manera simultanea y paralela en varios de los sistemas
de memoria del cerebro. En el siguiente apartado describiré algunas de esas
evidencias y que son el antecedente directo para el planteamiento de mi estudio.
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IIIl. ANTECEDENTES

lIl.1. Proteccion del sobrerreforzamiento contra la amnesia producida por

tratamientos sistémicos

En nuestro laboratorio se ha mostrado que la administracion sistémica de
drogas anticolinérgicas produce amnesia; e.g., las inyecciones de atropina en el STR
administradas después del entrenamiento de evitacion inhibitoria producen un
profundo estado amnésico (Cruz-Morales et al., 1992; Giordano y Prado-Alcala,
1986). Con el mismo protocolo, Duran-Arévalo et al. (1990) confirmaron el efecto
amnésico clasico producido por la administracion intraperitoneal (i.p.) de
escopolamina, pero cuando los animales fueron entrenados con un estimulo aversivo
relativamente alto, el bloqueo de la actividad colinérgica no produjo deficiencia
alguna en la retencion de largo plazo. Este resultado indico que la acetilcolina (ACh)
es necesaria para la consolidacién de la memoria en condiciones de entrenamiento
con una intensidad baja de choque eléctrico, pero no lo es cuando los sujetos se
someten a una experiencia incrementada de entrenamiento, es decir, con

intensidades de choque relativamente elevadas.

En un estudio de Quirarte et al. (1993) se estableci6 que la actividad
colinérgica cerebral interviene en la consolidacion de la memoria cuando la
experiencia de aprendizaje se da dentro de un cierto intervalo de intensidades de
estimulo aversivo: el entrenamiento con intensidades entre 0.3 y 0.6 mA no deteriora
la retencién pues la ejecucion de los sujetos tratados con escopolamina no es
diferente con respecto a sus controles, en otras palabras, existe un intervalo de
intensidades donde la actividad colinérgica del sistema nervioso central no es
necesaria para la memoria. Con intensidades intermedias (entre 0.7 y 0.8 mA) la
actividad colinérgica del sistema nervioso central si es necesaria para que ocurran
los procesos de la memoria de largo plazo, pues el bloqueo colinérgico produjo un
deterioro marcado en la retencion. Mientras que dicho tratamiento es inefectivo para
gue el deterioro se manifieste en animales entrenados con intensidades de choque

altas, de 1.0 mA. Los autores interpretan los resultados de la forma siguiente:
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e Cuando el animal se enfrenta a una situacion en la que su integridad fisica no
esta amenazada (baja intensidad de choque eléctrico) y en la que la motivacion
para evitar la situacion aversiva es baja, algunos sistemas neuroquimicos
diferentes al colinérgico se encargan de que la informacion derivada de la
experiencia de aprendizaje quede almacenada.

e Cuando la situacién se torna relativamente peligrosa (intensidades intermedias de
choque) la activacion de los sistemas colinérgicos es indispensable para que la

memoria del evento se consolide.

e Por ultimo, cuando la integridad del organismo estd seriamente amenazada
(intensidades altas de choque eléctrico), estando altamente motivado para
ejecutar la respuesta de evitacion, se activardn de manera simultanea, multiples
sistemas neuroquimicos de tal manera que aunque el colinérgico sigue
participando en el proceso de consolidacion, éste ya no es indispensable para
gue se almacene la memoria, mientras que los sistemas neuroquimicos restantes

se hacen cargo de esta funcién.

El efecto protector en contra de la amnesia, producido por el incremento en la
experiencia de aprendizaje, dio lugar a la hipétesis de que el mismo efecto se
encontraria al bloquear la actividad de los sistemas neuroquimicos GABAérgico y
serotoninérgico, aunque hay controversia en cuanto a la manera en cémo el acido
gamma amino butirico (GABA) esté involucrado en los procesos de memoria. Por
una parte, se ha observado que la administracion sistémica de antagonistas a
receptores GABA facilitan la retencidén de la evitacion inhibitoria y del aprendizaje de
discriminacion en un laberinto (Brioni y McGaugh, 1988) y por otro lado, se ha
encontrado que estos antagonistas producen amnesia de la tarea de evitacidon
inhibitoria y de la supresion condicionada (Nabeshima et al., 1988). También se han
reportado resultados contradictorios cuando se ha alterado la actividad GABAérgica
en areas cerebrales especificas; por ejemplo, la infusion del agonista muscimol en la
corteza entorrinal, AMY e HC produce amnesia retrograda, y la infusién de
antagonistas a receptores GABA en el septum o la AMY produce efectos de

facilitacion en tareas instrumentales (Brioni y McGaugh, 1988; Brioni, Nagahara y
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McGaugh, 1989; Izquierdo et al., 1992); en contraste, la administracion de esta clase
de antagonistas en la SN (Cobos-Zapiain et al., 1996) y en el STR (Chéavez et al.,
1995; Salado-Castillo et al., 1996) induce amnesia. Algunas de las discrepancias
mencionadas podrian deberse a diferencias en los procedimientos y parametros de
la estimulacién aversiva utilizados durante el entrenamiento (Cruz-Morales et al.,
1993) o a la actividad GABAérgica de sistemas neuronales diferentes (limbico y
nigroestriatal) (Chavez et al., 1995).

Un gran numero de resultados experimentales apoyan la idea de que la
serotonina o 5-hidroxi-triptamina (5-HT) juega un papel importante en procesos de
memoria (Ogren, 1985). Sin embargo, no se tenian datos acerca de la interaccién de
tratamientos que alteran la actividad de la 5-HT y la magnitud del estado motivacional
durante la experiencia de aprendizaje.

Con base en los resultados obtenidos con los sistemas GABAérgico y
colinérgico, se planteé la hipétesis de que la interferencia con la actividad
serotoninérgica produciria amnesia en ratas entrenadas con intensidad baja de
choque eléctrico; también se hizo la prediccién de que ese tratamiento no modificaria
la memoria en ratas entrenadas con una intensidad alta de choque. Asi, tanto antes o
después, como antes y después del entrenamiento se inyectdé una droga que
produce agotamiento duradero de 5-HT, la p-cloranfetamina; este tratamiento produjo
una interferencia significativa con el almacenamiento de la memoria en los animales
entrenados con una intensidad baja de estimulo aversivo, pero no en aquellos que
habian sido entrenados con el choque de intensidad alta (Solana-Figueroa et al.,
2002).

Tomados en conjunto, los experimentos descritos sugieren fuertemente que:
a) la actividad normal de los sistemas colinérgico, GABAérgico y serotoninérgico
cerebrales es indispensable para que se lleve a cabo el proceso de consolidacion de
la memoria; b) en condiciones de un entrenamiento incrementado, cuando se ha
aumentado la motivacién para ejecutar una tarea, esos sistemas neuroguimicos
pueden participar en el proceso de consolidacion, pero ninguno de ellos es
indispensable para dicha funcion; y c¢) cuando en condiciones de motivacion
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incrementada se interfiere con la actividad normal de cualquiera de esos sistemas
neuroquimicos, los sistemas remanentes que mantienen su actividad normal son

suficientes para que se establezca la memoria de largo plazo.

lIl.2. Proteccion del sobrerreforzamiento contra la amnesia producida por

tratamientos intracerebrales

En contraste con los efectos generalizados sobre la actividad cerebral,
producidos por la administracion sistémica de farmacos, la infusién directa de éstos
en sitios restringidos del cerebro permite hacer inferencias mas precisas acerca de
las funciones de nudcleos o regiones neuronales particulares. Por ejemplo, al
microinyectar drogas antimuscarinicas en el cuerpo estriado de ratas,
inmediatamente después de que fueron entrenadas en la tarea de evitacion
inhibitoria se produce un estado amnésico que es dependiente de la dosis
administrada y del intervalo entre el entrenamiento y la administracién (Giordano y
Prado-Alcala, 1986; Prado-Alcala et al., 1981). De manera equivalente a lo descrito
para el caso de los tratamientos sistémicos, cuando se incrementé el estado
motivacional de los animales, por aumento de la intensidad del choque eléctrico
aplicado durante el entrenamiento, la infusion de los antimuscarinicos escopolamina
o atropina en el STR no produjeron alteraciones en la memoria (Diaz del Guante et
al., 1990; Giordano y Prado-Alcala, 1986).

Asimismo, cuando se indujo un bloqueo temporal de toda la actividad sinaptica
de la regién dorsal del STR anterior, de la AMY o de la SN por medio de la infusién
de lidocaina, se encontr6 amnesia en animales entrenados con un choque
relativamente leve, pero la memoria se protegié cuando se incremento la intensidad
del estimulo aversivo (Pérez-Ruiz y Prado-Alcala, 1989; Salado-Castillo et al., 2011).
También se ha reportado que tanto lesiones de la AMY (Parent, Quirarte, Cahill y
McGaugh, 1995) como microinyecciones de picrotoxina en la SN (Cobos-Zapiain et
al., 1996) producen deficiencias en la memoria, y que estas deficiencias ya no se
hacen evidentes cuando se incrementa la motivacion para prevenir la estimulacion

aversiva.
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Los datos descritos indican que hay tratamientos que al ser aplicados en
estructuras cerebrales especificas inducen un cuadro amnésico cuando el nivel
motivacional derivado de la experiencia de aprendizaje es relativamente bajo. Pero,
de nuevo, cuando el nivel motivacional se encuentra incrementado, esos
tratamientos se tornan totalmente inocuos, es decir, ya no producen amnesia. Una
situacion experimental que vale la pena resaltar es que en estos protocolos los

tratamientos amnésicos intracerebrales se han aplicado después del entrenamiento.

Los resultados referentes a los efectos de tratamientos intracerebrales sobre
la retencién de la tarea de evitacion inhibitoria, han dado lugar al planteamiento de
modelos que permiten interpretar de un modo global dichos resultados; ademas,
estos modelos han servido para hacer predicciones y para guiar nuevas

investigaciones.

En virtud de que en todos los casos analizados, basté con que se interfiriera
con la actividad fisiolégica de una sola estructura para que no se consolidara la
memoria, es razonable postular que todas ellas son necesarias y que estan
conectadas funcionalmente en serie, de tal forma que sin la participacién de una de
ellas no se produce la consolidacién, o sea que son indispensables para los procesos
de almacenamiento de la memora. Esto ha llevado a plantear un tipo de conexion en
serie proponiéndose que al impedir el funcionamiento de alguna de ellas, se
interrumpe el paso de informacién a las demas, por lo que el proceso mnemadnico no

se realiza (Prado-Alcala, 1995).

Ahora bien, cuando el estado motivacional se incrementa de manera
significativa, la misma interferencia que producia amnesia, ahora resulta inofensiva,
es decir, el proceso de consolidacion se realiza normalmente. En otras palabras,
cuando la motivacibn para evitar la estimulacion aversiva es muy alta
(sobrerreforzamiento), se observa que a pesar de interrumpir la actividad de
cualquiera de las estructuras descritas no se deteriora el proceso de almacenamiento
de la memoria. La interpretacion que se ha dado es que las estructuras involucradas
cambian su conectividad, pasando de una configuracién de circuito en serie a la de

un circuito conectado funcionalmente en paralelo, de tal manera que cuando ocurre

24



alguna interferencia en una o varias de las estructuras, la informacién derivada de la
experiencia de aprendizaje sigue su curso hacia el resto de los elementos del
sistema, que en estas condiciones de alta motivacion, son suficientes para consolidar

la memoria (Prado-Alcala, 1995).

Desde otro punto de vista, es posible que las estructuras de las que depende
la consolidacion de la memoria en condiciones motivacionales bajas (condiciones de
bajo reforzamiento), también sean indispensables cuando el entrenamiento se lleve a
cabo en una situacion altamente motivante (condiciones de sobrerreforzamiento). Se
ha propuesto que la razén por la que el almacenamiento de informacién auin se lleva
a cabo cuando la experiencia de entrenamiento es elevada, a pesar de la aplicacién
de tratamientos tipicamente amnésicos es la siguiente: el incremento en la
experiencia de entrenamiento induce la aceleracion del proceso de
consolidaciéon de la memoria que se llevaria a cabo en el corto intervalo entre el
entrenamiento y la aplicacién del tratamiento amnésico (Parent y McGaugh,
1994). En otras palabras, en la medida en que el choque eléctrico aplicado durante el
entrenamiento es de mayor intensidad, en esa medida el proceso de consolidacion
se efectia méas rapidamente. Recientemente, se encontrd que los efectos amnésicos
tipicos de cicloheximida, un inhibidor de la sintesis de proteinas, fueron prevenidos
por el entrenamiento incrementado de evitacion inhibitoria (Diaz-Truijillo et al., 2009).
A pesar de esta evidencia, los mecanismos neurobiolégicos del efecto protector de la
mejora del aprendizaje frente a los tratamientos amnésicos siguen siendo

completamente desconocidos.
l1l.3. Espinas dendriticas y memoria

Un principio fundamental de las bases tedricas estructurales para el
aprendizaje es que el diagrama del cableado basico del cerebro podria ser
modificado durante el periodo de vida de un individuo y que el aprendizaje es capaz
de inducir cambios estructurales continuos, incluyendo el crecimiento de conexiones
nuevas. Aunque diferentes aspectos de la estructura sinaptica parecen cambiar con
la experiencia, el principal sustrato potencial consistente para el almacén de memoria

durante modificaciones conductuales es una alteracion en el patron de conexiones
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sinapticas (Greenough y Bailey, 1988; Weiler, Hawrylak y Greenough, 1995). Un
cambio estructural neuronal, que ha sido propuesto como un sustrato de la memoria
de largo plazo, esta relacionado con los cambios en la densidad de las espinas
dendriticas (Horner, 1993; O'Malley et al., 2000; Leuner et al., 2003). También hay
amplia evidencia que apoya el punto de vista de que la adquisicion de nueva
informacion induce el desarrollo de espinas dendriticas en el hipocampo en una
variedad de tareas de aprendizaje (Horner, 1993; Moser, Trommald y Andersen,
1994; Rusakov et al., 1997; O'Malley et al., 2000; Leuner et al., 2003; Restivo et al.,
2009), incluyendo la tarea de evitacion inhibitoria utilizada en el presente estudio
(O'Malley et al., 1998). En este caso, la densidad de espinas dendriticas del
hipocampo dorsal se incremento a las 6 h después del entrenamiento y regresoé a los
niveles basales a las 72 h después del entrenamiento.

El hipocampo no sbélo esta implicado en la adquisicibn de respuestas
condicionadas, sino también en el proceso de extincion, es decir, en la disminucién
del aprendizaje de las respuestas condicionadas después de la suspension del
estimulo incondicionado o reforzador (Szapiro et al., 2003; Vianna et al., 2003; Dillon
et al., 2008). Sin embargo, hay una evidente falta de informacion con respecto a la
formacion de espinas en el aprendizaje incrementado, y todavia menos en relacion

con la extincion del este tipo de aprendizaje.
lIl.4. La formacidén hipocampica
[11.4.1. Ubicacién y anatomia

La formacion hipocampica (FH) es una regién especializada de la corteza
limbica, localizada en el I6bulo temporal. La FH ocupa el eje septo-temporal, y esta
constituida por el giro dentado el hipocampo HC o Cornus Ammonis (CA), el

complejo subicular y la corteza entorrinal.

En la Figura 3 se muestra la posiciébn de la formacion hipocampica en el
cerebro de rata (Amaral y Witter 1989). En la Figura 4 aparecen las principales
regiones citoarquitecténicas de la formacién hipocampica: 4A el hipocampo, la
corteza entorrinal y también se muestra el eje longitudinal o septotemporal transverso

de la formacién hipocdmpica el cual se extiende desde el polo septal al polo
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temporal. En la figura 4B aparece una seccidn transversa con sus campos (giro
dentado, CA3-CALl y el subiculum) y sus varias capas asi como el circuito trisinaptico
(el giro dentado da lugar a las fibras musgosas que trayectan el estratum lucidum
hacia las dendritas de las células piramidales del CA3, donde ellas terminan. Las
células del CA3 distribuyen las colaterales de Schaffer a las células del CA1l, las que

a su vez envian sus axones al subiculum) (Witter, 1989).

TEMPORAL

Figura 3. Posicion de la formacion hipocampica en el cerebro de rata. En el
esquema, la superficie cortical que recubre el hipocampo ha sido removida. El
hipocampo es una estructura alargada, en forma de C con el eje largo o
septotemporal que va desde el nucleo septal rostral (S) a la corteza temporal (T)
ventrocaudal. El eje corto o transversal (TRANS) esta orientado perpendicular al eje
septotemporal. Los principales campos de la formacion hipocampica (a excepcion de
la corteza entorrinal) se encuentran en las rebanadas tomadas aproximadamente a
medio camino a lo largo del eje septotemporal. El corte representado en la parte
superior izquierda es una representacion de la sintesis de los principales elementos
neuronales y conexiones intrinsecas de la formacién hipocaAmpica. Abreviaturas: GD,
giro dentado; fm, fibras musgosas, pp, via perforante, cs, colaterales de Schaffer.
(Tomado de Amaral y Witter, 1989).
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SEPTAL

TEMPORAL

rostral  medial

lateral caudal

4A

Figura 4. Principales regiones citoarquitectonicas de la formacién hipocampica: Giro
dentado (GD); hipocampo dividido en CAl, CA2 y CA3; complejo subicular
(subiculum S, pre PRE y para subiculum PAR) y corteza entorrinal (EC). 4A indica el
eje longitudinal o septo temporal, el cual corre desde el polo septal al polo temporal.
4B es un esquema de una seccion perpendicular al eje longitudinal y se sefialan las
relaciones de entrada y salida del hipocampo con la corteza entorrinal y el circuito
trisinaptico: el giro dentado da lugar a las fibras musgosas que trayectan el estratum
lucidum hacia las dendritas de las células piramidales del CA3, donde ellas terminan.
Las células del CA3 distribuyen las colaterales de Schaffer a las células del CAl, las
que a su vez envian sus axones al subiculum. Abreviaturas: CA1l, 2, 3 subcampos
del asta de Amon; GD giro dentado, GD; hoja infrapiramidal del giro dentado, GDs
hoja suprapiramidal del giro dentado, CE corteza entorrinal, fi fimbria, HGD hilus del
giro dentado, PAR parasubiculum, CP corteza perirrinal, PRE presubiculum, sr sulcus
rinal, S sbiculum, sm capa molecular, so stratum oriens, sr stratum radiatum (Tomado
de Witter, 1989).

El GD esta formado por células granulares (CG) dispuestas en forma de “C”

alrededor de la regién del hilio. Este Ultimo contiene una poblacion heterogénea de
interneuronas GABAérgicas. Los axones de las CG forman un plexo de fibras
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denominadas “musgosas” (FM) que atraviesan la region del hilio y hacen contacto
con las células piramidales del campo CA3 (Claiborne et al., 1986). El plexo de FM
estd integrado por axones finos no mielinizados con terminales gigantes que

contienen altos contenidos de zinc (Haug, 1976).

El HC, propiamente dicho, esta separado del GD por la fisura de la FH, esta
constituido por neuronas piramidales divididas en 4 campos, CAl, CA2, CA3 y CA4.
Su organizacion laminar permite identificar 5 estratos: El stratum piramidale,
compuesto por los cuerpos neuronales de las células piramidales; el stratum
radiatum y el stratum lacunosum moleculare que corresponden a las arborizaciones
dendriticas apicales en su porciéon medial y terminal respectivamente. El stratum
oriens, esta formado por las dendritas basales y los axones de las neuronas
piramidales que atraviesan hasta el alveus para dar lugar a la fimbria del HC y al
fornix. En el campo CA3 se forma el stratum lucidum, en el cual se encuentran las
aferencias de las fibras musgosas del giro dentado. Finalmente, el complejo subicular
esta constituido por células piramidales y polimoérficas. Sus limites son la corteza
entorrinal y el campo CAl, del cual recibe aferencias abundantes (Cohen vy
Eichenbaum, 1993).

En la Figura 5 se presenta un esquema de la organizacién tridimensional de la
formacion hipocampica del cerebro de rata: en (A) se muestra el hipocampo en forma
de C en una envoltura transparente del cerebro de la rata. Se pueden apreciar las
columnas del férnix (f) descendente en el polo septal del hipocampo. En (B) se
muestran tres secciones horizontales (mayusculas pequefias A, B y C en diferente
nivel dorso-ventral de la formacién hipocampica. La corteza entorrinal (CE) no se ve
en el nivel mas dorsal, pero es evidente en los niveles medio y ventral de la
formacion hipocdmpica. En (C), la superficie de la formacion hipocampica se ha
dibujado fuera del cerebro y la acompafian tres secciones coronales (mayusculas
pequefias D, E y F) a diferente nivel rostro-caudal. Son indicados también el polo
septal (s) y temporal (t) y los campos CAl1 y CA3 del hipocampo, el caudado y
putamen CPu, el giro dentado DG, la fimbria (fi) y el subiculum (s) (Witter y Amaral,
2004).
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Figura. 5. Organizacién tridimensional de la formacion del hipocampica. En (A),
hipocampo en forma de C en una envoltura transparente del cerebro de la rata. En
(B), tres secciones horizontales (mayusculas pequefias A, B y C en diferente niveles
dorso-ventrales de la formacién hipocampica. En (C), la formacién hipocampica se
dibuj6 fuera del cerebro. En D, E y F (mayulsculas pequefas) se muestran secciones
coronales en diferente nivel rostro-caudal a través de la formacion hipocdmpica.
Tomado de Witter y Amaral, 2004.
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l1l.4.2. Desarrollo sinaptico

La generacion neuronal en la FH es heterocronica. Asi, las células piramidales
de los distintos campos se generan entre los dias embrionario (E) 14 y 19. Las
células granulares del giro dentado inician su generacion en E14, tienen un pico de
proliferacién en los dias postnatales (P) 5y 7, y se contindan generando a lo largo de
la vida (Bayer, 1982).

El desarrollo dendritico de las células de la FH se inicia en la etapa
embrionaria, tiene un pico de desarrollo en los dias P5 y P10 para los campos CAl y
CA3, respectivamente. Sin embargo, la maduracion dendritica se completa alrededor
del dia P20 debido al retardo en el desarrollo de la conectividad con el giro dentado.
Finalmente las espinas sindpticas de las células piramidales inician su generacion en
el dia P4, alcanzan un maximo desarrollo en el dia P15 y maduran alrededor de P24
(Pokorny y Yamamoto, 1981; Fiala, et al., 1998).

[11.4.3. Conexiones

Las fibras aferentes glutamatérgicas provenientes de la corteza entorrinal
entran a la FH, a través del patron perforante. La corteza entorrinal recibe aferencias
de las cortezas del cingulo, prefrontal y limbicas entre las que estan las areas de
asociacion cortical; olfatoria, de diversos nucleos talamicos, del clastrum y de la
AMY. La FH recibe también aferencias de varios tipos a saber: colinérgicas,
originadas en el area septal; dopaminérgicas provenientes del area tegmental
mesencefalica; serotoninérgicas originadas en nucleo rafe dorsal y noradrenérgicas

del locus coeruleus (Kohler, 1985; Cohen y Eichenbaum, 1993).

Las fibras eferentes que nacen del HC y del complejo subicular, corren por la
fimbria-fornix hasta llegar a las areas septales y a las regiones diencefalicas. El HC
proyecta al diencéfalo por medio de dos rutas: una constituida por el fornix
postcomisural que termina en el hipotdlamo, el cuerpo mamilar, el procencéfalo
rostro medial y en el ndcleo talamico anterior. La otra via est4 formada por fibras
precomisurales originadas en CA1, CA3 y subiculum. Esta via termina en el area
septal, la cual, a través de los nucleos septo-fimbrial y habenular medial proyecta al
hipotalamo (Swanson et al., 1980).
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[11.4.4. Circuito Trisinaptico del hipocampo

El blanco principal de la via perforante es la capa molecular del giro dentado
gue forma la primera sinapsis del circuito hipocampico. Las fibras musgosas del
giro dentado, forman la segunda sinapsis, al unirse con las células piramidales del
CA3. Estas ultimas proyectan sus axones (i.e., colaterales de Schaffer) a las
neuronas del campo CA1 formando la tercera sinapsis del circuito trisindptico del
HC (Buzsaki y Eidelberg, 1982). El campo CAl proyecta en forma columnar al
subiculum, y algunas de sus proyecciones también se dirigen a capas profundas de
la corteza entorrinal (Isaacson, 1982). Por otra parte, las neuronas piramidales del
CALl reciben aferencias provenientes del HC contralateral (i.e., fiboras comisurales
intrahipocampicas) a nivel del primer tercio de la dendrita apical y en las dendritas
basales. También recibe aferencias de la corteza entorrinal a través del patron
perforante, las cuales terminan a nivel del stratum lacunoso moleculare (Kohler,
1985).

111.4.5. Funcién

Con base en los efectos del dafio en el HC y el registro de su actividad
neuronal en primates, se ha sugerido que participa en la asociacion de la informacién
proveniente de diferentes regiones corticales, por ejemplo, acerca de objetos y su
ubicacion en el ambiente espacial, que requieren de memoria de eventos particulares
0 episddicos (Maguire et al., 1996a; Maguire et al., 1996b; Rolls, 1996). Se ha
observado que personas con lesién bilateral del HC son incapaces de almacenar
recuerdos de tipo simbdlico y verbal. Se ha argumentado que el HC es el substrato
de la memoria declarativa, definida como la acumulacién de hechos y datos
derivados de las experiencias de aprendizaje (Squire, 1992; Cohen y Eichenbaum,
1993). En la rata, se ha demostrado que el HC participa en la memoria espacial y
juega un papel esencial en los procesos de integracion (Sharp 1997; McNaughton et
al., 1996; Maaswinkel y Jarrard, 1999) y consolidacion del aprendizaje (Morris et al.,
1982; Olton, 1983; Olton y Papas, 1979; Vann et al., 2000). Se sabe también que
participa en conductas de exploracion y rastreo olfatorio (Swanson, 1983).
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En el HC se genera un patrén electroencefalogréafico de actividad ritmica lenta
(4-12 Hz) denominado ritmo theta del HC. Dicha ritmicidad tiene una influencia
colinérgica desde el septum medial y el nacleo de la banda diagonal de Broca. El
ritmo theta, se presenta durante el suefio de ondas lentas, y en vigilia se le asocia
con algunos estados de atencion y alerta (Cohen y Eichenbaum, 1993), por lo que se
ha propuesto como un mecanismo de atencion selectiva e importante en la formacion

de memoria (Vinogradova, 1995).

Por otra parte, el HC como parte del sistema limbico, estd conectado
intrincadamente con casi todo el cerebro, y su participacion en las emociones marca
un blanco obvio para ser dafiado por el estrés excesivo. El HC monitorea las
percepciones del mundo por el cerebro, especulando continuamente con la realidad,
sin embargo, situaciones no esperadas o experiencias estresantes |lo ponen en

accion (McEwen y Schmeck, 1994).

El HC es una estructura que presenta plasticidad sindptica, debido a que
permite un incremento persistente en la eficacia sinaptica después de la estimulacion
repetitiva de una poblacion sinaptica, que puede durar desde horas hasta varios dias,
denominado potenciacion a largo plazo (LTP) y se ha utilizado como modelo para
explicar los mecanismos sinpticos involucrados en los procesos de memoria y

aprendizaje (Bliss y Lomo, 1973; Bliss y Gardner-Medwin, 1973).
[11.4.6. El hipocampo y la memoria

Con base en estudios de lesion, estimulacion y registro electrofisioldgico se ha
propuesto que el HC esta implicado en la adquisicion y consolidacion de una
representacion del medioambiente con base en estimulos multimodales (e.g.,
estimulos espaciales, sensoriales, configuracionales y temporales) (O’Keefe y Nadel,
1978; Sutherland y Rudy, 1989; Anagnostaras, Gale y Fanselow, 2001). En roedores,
es una estructura clave para la consolidacion de la memoria en tareas espaciales
(Jarrard, 1993; Morris et al., 1982) y de la conducta de rastreo olfatorio (Swanson,
1983). También ha sido asociado con tareas motivadas aversivamente,

observandose que su lesidon produce un deterioro significativo en la retencion del
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aprendizaje de evitacion inhibitoria (Bailey, Overstreet y Crocker, 1986; Black, Nadel
y O"Keefe, 1977; Thompson, 1978; Walsh et al., 1984).

Moser y Moser (1998) revisaron la evidencia anatomica y conductual que
indicaba que habia una diferenciacion funcional entre las porciones dorsal y ventral
del HC de la rata. Se ha propuesto que el HC ventral juega un papel mas
prevaleciente en conductas motivadas aversivamente (e.g., evitacién inhibitoria,
condicionamiento de conducta de congelamiento, y ansiedad) debido a sus densas
conexiones anatémicas con estructuras subcorticales (hipotalamo, amigdala y nucleo
accumbens) implicadas en la defensa y emocién (Bast, Zhang y Feldon, 2001; Moser
y Moser, 1998; Petrovich et al., 2001), mientras que al HC dorsal se le atribuye un
papel principal en el procesamiento de memoria espacial (Eichenbaum, 1996; Moser,
Moser y Andersen, 1993). Sin embargo, existen reportes indicando que tanto el HC
ventral como el HC dorsal estan implicados, aunque con diferencias, en la
adquisiciéon, consolidacion y recuperacion de la memoria de la respuesta de evitacion
inhibitoria (Ambrogi et al., 1996, 1997). Otro estudio reciente ha destacado la
participacion de los receptores nicotinicos del HC dorsal en la adquisicion,
consolidacion y recuperacion de la memoria de la tarea de evitacidon inhibitoria
(Barros et al., 2004).

Asi pues, el hipocampo estéd implicado en la consolidacién de la memoria del
entrenamiento de evitacion inhibitoria, como lo demuestran los efectos de deterioro
en la retencién de esta tarea por la interferencia con la actividad hipocampica
(Izquierdo et al., 1992; Ambrogi-Lorenzini et al., 1996; Stubley-Weatherly et al., 1996;
Martinez et al., 2002).

En nuestro laboratorio, la lesién neurotoxica producida por el acido kainico en
el campo CA1l del HC dorsal o en el CA3 del HC ventral, produjo deterioro en la
retencion de la tarea de evitacion inhibitoria (Martinez et al., 2002). En un estudio
subsecuente, Quiroz et al. (2003) encontraron que cuando las ratas son entrenadas
en esta tarea aplicando un estimulo aversivo de intensidad suficiente para que las
ratas aprendan la conducta de evitacion, la inactivacion temporal del HC con la

administracion de TTX inmediatamente después del entrenamiento impide la
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consolidacion de la memoria de esta tarea cuando es evaluada 48 h después del
entrenamiento, aunque el aprendizaje incrementado de esta tarea también protege
contra la amnesia producida por el bloqueo reversible de la actividad del hipocampo
(Quiroz et al., 2003).

lIl.5. Técnica de lesidn en el estudio de los procesos mnemaénicos

Hasta el presente, la comprension de los procesos conductuales, neuronales y
bioquimicos implicados en las funciones del cerebro, en parte estdn basados en los
efectos producidos por lesiones en regiones especificas del cerebro. La interrupcion
de los procesos mnemonicos debido a lesiones irreversibles inducidas antes de la
adquisicién de un aprendizaje puede ser el resultado de la interferencia con algunas
de las etapas postuladas para la memoria (adquisiciéon, consolidacion vy
recuperacion), ya que las estructuras dafiadas pudieran estar involucradas en una o
varias de estas etapas. De la misma forma, lesiones permanentes hechas después
de la adquisicion de una respuesta condicionada pueden afectar el almacenamiento
de informacion o impedir su evocacion. Otro problema con los estudios que implican
lesiones permanentes es que las areas hacia las cuales proyecta la region dafiada,
sufren rearreglos que pueden modificar su fisiologia posiblemente debido a procesos
compensatorios que conducen a una recuperacion de la funcién respectiva. Circuitos
alternativos que normalmente son inoperantes pueden tomar la funcién de la region
dafiada. Por esta razén algunos laboratorios prefieren estudiar los efectos reversibles
de infusiones dentro de areas discretas del cerebro.

l1l.6. Inactivacion reversible con tetrodotoxina (TTX)

La inyeccién de TTX, se ha empleado para inactivar de forma reversible
estructuras neurales; esta aproximacion metodoldgica tiene sus ventajas porque,
ademas de tratarse de un bloqueo reversible, con esta droga se ha definido en la rata
el intervalo critico de integridad funcional de diferentes estructuras subcorticales,
necesario para la consolidacion de la memoria en tareas de evitacion inhibitoria
(Ambrogi Lorenzini et al., 1996, 1997, 1999). Con esta técnica se ha obtenido no sélo
informacion topograéfica, sino también cronoldgica sobre los correlatos neuronales del

procesamiento de la memoria (Ambrogi Lorenzini et al., 1999).
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Con respecto a la extension y duracion de la inactivacion funcional inducida
por la administracion de TTX, reportes previos indican que una dilucion de 10 ng/uL
produce un bloqueo cuyo radio promedio es aproximadamente de 1 mm y que el
efecto obtenido es maximo a los 25 min de su aplicacién y disminuye de manera
exponencial hasta el nivel control alrededor de las subsecuentes 24 h (Zhuravin y
Bures, 1991). En nuestro laboratorio, Quiroz y cols. (2003) mostraron que la
administracion de TTX (10 ng/uL) en el HC dorsal deteriora la actividad neuronal
(medida por una disminucion en la actividad de c-fos inducida con acido kainico) 30
min después de la administraciéon de TTX y esta inactivacibn se mantiene por lo
menos durante 90 min, observandose a las 48 h una total recuperacion en la

expresion de c-fos.
l11.6.1. TTXy el blogueo de canales de sodio dependientes de voltaje

La tetradotoxina (TTX) es una toxina marina que ha sido aislada de especies
animales ampliamente diferentes incluyendo: salamandras, peces loro, ranas,
pulpos, estrellas de mar, pez angel y cangrejos. La fuente de la TTX es todavia
incierta aunque se cree que puede ser bacteriana y su nombre se debe al pez al cual
se asocia mas comunmente, los Tetraodontiformes (tetra, cuatro y odontos, diente) o

pez globo tetraodon.

La molécula de TTX es un heterociclico con un grupo guanidina cargado
positivamente, el catién resultante se estabiliza por resonancia. En la Figura 6 se
presenta la estructura quimica de la TTX donde el grupo guanidina, que consta de 3
atomos de nitrdgeno (que aparecen en azul), es el que da el nombre genérico para
esta clase de neurotoxinas: toxinas guanidinium (Marban, Yamagishi y Tomaselli,
1998).
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Figura 6. Estructura quimica de la TTX

La TTX esta entre las sustancias mas toxicas conocidas, es muy especifica
actuando en los canales de sodio dependientes de voltaje de las membranas
excitables, blogueando selectivamente el flujo de sodio, interfiriendo asi con la
despolarizacion de la membrana e inhibiendo efectivamente la conduccién nerviosa.
Debido a su especificidad por los canales de Na®, permite la separacion de las
corrientes de Na* de otras corrientes ionicas (Fozzard y Limpkind, 2010), por lo que
se ha usado en la caracterizacion de los canales de sodio en las membranas

excitables y para estudiar el papel de ellos en la fisiologia normal y patologica.
[11.6.2. Estructura del canal de sodio

Los canales de sodio son grandes glicoproteinas formadas por varias
subunidades polipeptidicas denominadas o (con una masa molecular de 240-280
kDa), B1, B2, B3y p4, de entre 30 y 40 kDa cada una, en estado glicosilado. Ademas
de la subunidad o, los canales de sodio en el sistema nervioso central estan
conformados por las subunidades B1 (0o B3) y B2, en tanto que los del musculo
esquelético del animal adulto tienen solo la subunidad 1. El poro acuoso conductor

de iones esta contenido en la subunidad o y los elementos esenciales para la funcion
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del canal (apertura, selectividad idnica e inactivacion rapida) pueden ser
demostrados cuando ésta es expresada sola en células heter6logas. Las
subunidades B son elementos auxiliares que modifican la cinética y la dependencia
de voltaje de la apertura y cierre del canal (Marban et al., 1998; Salceda y Ortega,
20009).

Utilizando secuencias parciales del canal de sodio purificado de la anguila
eléctrica, se aislé el ADNc que codifica la subunidad o de dichos canales. La
secuencia deducida, de 1820 aminoacidos, revelé una proteina conformada por
cuatro dominios homologos (I-1V), cada uno de los cuales posee 6 segmentos
transmembranales (S1-S6) en configuracion helicoidal alfa. La Figura 7 muestra el
arreglo generalmente aceptado en la actualidad para la subunidad o del canal de
sodio. La proteina constituye un poro cuya via de permeacion estd formada en su
parte externa por los lazos de union S5-S6 (denominados segmentos P que se
considera revisten el poro) de cada dominio. Hasta el momento se han caracterizado
nueve subunidades a en células de mamifero, mismas que en la nomenclatura
moderna se denominan Na,1.1 a Na,1.9. Se conoce también una décima isoforma
relacionada (Nay) que funciona como canal de sodio (Noda et al., 1984; Salceda y
Ortega, 2009).

En cuanto a la sensibilidad al voltaje, el hecho de que los segmentos
transmembranales S4 posean residuos de amino4cidos cargados positivamente en
cada tercera posicion, sugiere gue son estos segmentos los que constituyen los
sensores de voltaje del canal (Bezanilla, 2000).
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Subunidad a del canal de Na*
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Figura 7. Representacion esquematica de la subunidad o del canal de Na*. En A, los
segmentos S4 cargados se muestran en amarillo, y los segmentos P revistiendo al
poro en color verde (asa del poro del canal) y del I-1V los cuatro dominios del canal
de Na'. El esquema también muestra la localizacion del sitio receptor 1 (6valo
amarillo), al cual se une la tetrodotoxina (TTX). Este sitio receptor esta formado por
dos anillos de residuos aminoacidicos localizados en el asa que forman los
segmentos transmembranales S5-S6 en cada uno de los cuatro dominios. En B, la
disposicion tridimensional de los dominios de expansién de la membrana del canal
de Na' regulado por voltaje (Modificado de Marban, Yamagishi y Tomaselli, 1998;
Salceda y Ortega, 2009).
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[11.6.3. Sitios de unién de las toxinas al canal de sodio

Todos los sitios receptores que se han propuesto como blancos de las toxinas
identificados hasta hoy, parecen estar localizados en la subunidad o. Nos
ocuparemos del Sitio 1 por ser el lugar de accion de los compuestos heterociclicos
como la TTX. Este sitio receptor se encuentra en la cara extracelular del canal y esta
presente en todas la isoformas conocidas del canal de sodio y su afinidad a la toxina
es dependiente de la isoforma. Hay evidencias indicando que el Glu-387 del canal
Nayl1.2 del cerebro de rata es responsable de la afinidad del canal de sodio por la
TTX (Noda, Suzuki, Numa y Stuhmer, 1989). Posteriormente, se demostré que
ciertas mutaciones en la region S5-S6 en cualquiera de los cuatro dominios del canal
causan una pérdida de afinidad por la TTX; uno de los residuos responsables
correspondia al Glu-387 del canal Nayl1.2. Este residuo aminoacidico, junto con los
residuos Glu-945, Asp-1426 y Asp-1717, fue relacionado con el anillo interno al cual
se une la TTX. Un segundo grupo de residuos conforman un anillo externo que
interactda con la TTX, y esta formado por los residuos aminoacidicos Asp-384 y Glu-
942 en los dominios | y II, respectivamente, Lis-1422 en el dominio Ill, y un residuo
neutral Ala-1714 en el dominio IV (Terlau, et al., 1991). Ademas de las interacciones
electrostaticas con estos dos anillos, para que la TTX se una al canal se requiere de
un anillo aromatico del dominio I, en la regién del poro. Este residuo no esta
absolutamente conservado y se presenta en canales de sodio resistentes a
tetrodotoxina (TTX-R), incluida la isoforma cardiaca Nayl.5. El cambio de una
cisteina por Tir-385 en la isoforma cardiaca humana es responsable de la baja
sensibilidad del canal a TTX (Satin et al., 1992). En la Figura 7 este Sitio 1 esta

representado por 6valos color amarillo
l11.6.4. Selectividad del canal por el i6n sodioy la TTX

Los canales de sodio tienen un filtro de selectividad en algan punto a lo largo
de ellos, con un sitio al que se unen débilmente los iones de Na*. Se ha propuesto
que el ién de Na"* se une transitoriamente a un sitio activo a medida que se mueve a
través del filtro. En el lugar de unién, la carga positiva del idon se estabiliza por un
residuo de aminoéacido de carga negativa situado en la pared del canal y también por
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una molécula de agua atraida a un segundo residuo de aminoéacido polar en el lado
externo de la pared del canal (Hille, 2001). La TTX, que se asemeja al catién de
sodio hidratado, entra al poro del canal de Na’, enlazdndose a un glutamato
adyacente. Tras los complejos cambios conformacionales, la TTX se une ain mas
electrostaticamente, a la apertura del canal de Na*, negando asi al i6n sodio la
oportunidad de entrar al canal; al detenerse el flujo del sodio, el potencial de accién a
lo largo de la membrana nerviosa cesa. El agarre tenaz de la TTX sobre el complejo
canal de Na" es demostrado por el tiempo de ocupacion de la TTX con respecto al
Na" hidratado en el complejo. El sodio hidratado se une reversiblemente en una
escala de tiempo de nanosegundos, mientras que TTX se une y permanece en el
orden de décimas de segundo (Johnson, 2002).
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta el momento, la serie de experimentos realizados en el laboratorio para
estudiar el efecto protector del sobrerreforzamiento implican la administracién de
tratamientos en estructuras cerebrales inmediatamente después del entrenamiento,
por lo que el efecto protector del entrenamiento incrementado puede interpretarse
cuando menos de dos maneras: 1) que en condiciones de sobrerreforzamiento se
acelere el proceso de consolidacion por lo que el intervalo de tiempo entre el
entrenamiento y la administracion del tratamiento farmacoldgico pudiera ser
suficiente para que el aprendizaje se consolide, o bien, 2) que las estructuras
inactivadas ya no son necesarias para que se consolide la memoria. Por lo tanto, el

propdsito de esta tesis es dilucidar cual de estas dos interpretaciones es correcta.

V. HIPOTESIS

1. La inactivacion del hipocampo dorsal, inducida antes del entrenamiento de
evitacion inhibitoria mediado por reforzamiento alto producira deterioro en la

retencion medida 48 h después del entrenamiento.

2. El nimero de espinas dendriticas en el area CAl del hipocampo se
incrementara guardando una relacion directa con la extincion de la tarea cuando el

entrenamiento de evitacion ocurra con intensidad baja moderada vy alta.

VI. OBJETIVOS
VI.1. Objetivos generales

e Investigar el efecto de intensidades bajas, moderadas y altas de choque
eléctrico sobre la retencién de una tarea de evitacion inhibitoria cuando el HC

dorsal se inactiva antes del entrenamiento.

e Estudiar la espinogénesis en las neuronas piramidales del area CAl del
hipocampo en la extincién de una respuesta de evitacion inhibitoria que ha
sido adquirida con niveles bajo, medio y alto (aprendizaje incrementado) de
choque eléctrico.
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VI.2 Objetivos particulares

1. Determinar la intensidad de choque eléctrico que corresponde a un bajo
reforzamiento (baja intensidad de choque eléctrico) y la intensidad de choque
eléctrico que corresponde a un alto reforzamiento (alta intensidad de choque
eléctrico).

2.- Establecer si el entrenamiento incrementado (entrenamiento con alta intensidad
de choque eléctrico) tiene efecto protector a pesar de la inactivacion temporal, con
TTX, del hipocampo de rata.

Dado que la administracion de los tratamientos se efectud antes de la sesién
de entrenamiento, fue necesario realizar experimentos que permitieran
descartar posibles efectos que pudieran confundirse con el de la deficiencia en
la consolidacién de la memoria. Para ello, se plantearon otros tres objetivos

particulares:

3.- Evaluar la posible presencia de aprendizaje ligado a estado con la administraciéon
intrahipocampica de TTX.

4.- Evaluar el efecto de TTX sobre la memoria de corto y largo plazo de animales
entrenados en evitacion inhibitoria con baja intensidad de choque eléctrico.

5. Determinar si la aplicacion de TTX en el hipocampo dorsal deteriora la actividad
motora de la rata.
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VIl. MATERIALES Y METODOS
VIl.1. Animales

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar, con peso entre 250 y 350 g
obtenidas del bioterio del Instituto de Neurobiologia. Los animales ingresaron al
bioterio del laboratorio de Aprendizaje y Memoria y alli se mantuvieron en cajas
individuales en condiciones controladas de temperatura de 20 = 1 °C, con un periodo
de luz-oscuridad de 12 h (iniciAndose a las 7:00 h) y con libre acceso a comida y
agua. Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité de
Etica Animal del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Auténoma de
México y estuvieron en conformidad con las directrices del NIH (National Institute
Health) para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio.

VII.2. Cirugia

Antes de la cirugia, los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico
(45 mg/kg, i.p.) y se les administr6 atropina (0.4 mg/mL i.p.) para evitar
complicaciones respiratorias. Ya bajo anestesia general y con ayuda de un aparato
estereotaxico, se procedié a implantar en varios grupos de animales, canulas
fabricadas con tubo de aguja hipodérmica de acero inoxidable del nimero 23, de 10
mm de largo. Las canulas se dirigieron a la region dorsal del HC siguiendo las
coordenadas obtenidas del atlas de Paxinos y Watson (2005) para cerebro de rata
(AP = -4.1, L £ 2.5, V = 3.1). Después de fijar las canulas al craneo con acrilico
dental, se les colocé un estilete de la misma longitud para evitar que se taparan; éste
fue retirado para la administracion de los farmacos. Las pruebas conductuales se
iniciaron después de una semana de recuperacién post-operatoria. También se

estudiaron grupos de ratas intactas.
VII.3. Manipulacion

Cada rata fue manipulada por tres a cinco minutos durante tres dias
consecutivos antes de iniciar cada experimento conductual. La manipulacion
consistio en sacarla de su caja, revisar los estiletes de las canulas y sujetarla

simulando la infusién de las sustancias. En el Ultimo dia de manipulacion se introdujo
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en las canulas un inyector falso con la longitud (10.5 mm) del inyector que se usaria

durante la microinyeccion.
VII.4. Microinyeccion

La inyeccidén bilateral de las sustancias se hizo a través de las cénulas,
utilizando inyectores construidos con agujas de acero inoxidable calibre 30,
conectados a microjeringas Hamilton acopladas a una bomba de infusién continua
WPI modelo sp200i. El volumen total de cada inyeccion fue de 1 uL y la velocidad de
infusion fue de 1 pL en un min. Una vez terminada la infusion, los inyectores se
dejaron dentro de las canulas durante un minuto adicional. Las microinyecciones se
llevaron a cabo en un cuarto diferente a aquel en donde tuvieron lugar el
entrenamiento y la prueba de retencion. Transcurridos treinta minutos las ratas

implantadas fueron entrenadas en la tarea de evitacién inhibitoria de un ensayo.
VII.5. Aparatos

El entrenamiento y la prueba se realizaron en una cdmara de evitacion
inhibitoria constituida por dos compartimientos distintos, los cuales tienen las mismas
dimensiones (30 x 30 x 30 cm) y estan separados por una puerta corrediza tipo
guillotina. ElI compartimiento de seguridad, con paredes y tapa de acrilico color rojo
transparente, tiene un piso de barras de acero inoxidable (6 mm de diametro,
separadas por 9 mm de centro a centro), y se iluminé con un foco de 10 W colocado
en el centro de su tapa. El otro compartimiento, no iluminado, tiene paredes laterales
de acero inoxidable en forma de V y cada una se continda hasta la mitad del piso,

dejando 1.5 cm de separacion entre ellas.

Estas ldminas pueden ser electrificadas con un estimulador de pulsos
cuadrados (Grass Instruments Co., modelo S-48) conectado en serie con una unidad
de corriente constante (Grass Instruments Co., modelo CCU-1A). Los choques
eléctricos fueron administrados en forma de un tren de pulsos cuadrados de
corriente de 50 ms de duracion, una frecuencia de 10 Hz y una duracion de tren de
10 s. La cdmara de condicionamiento estuvo localizada en un cuarto obscuro,

sonoamortiguado y provisto de un enmascarador de ruido.
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VII.6. Entrenamiento y pruebas de extincién

El dia del entrenamiento cada animal fue puesto en el interior del
compartimiento de seguridad; 10 s después, la puerta que divide los dos
compartimientos se abrié y se midio la latencia para cruzar al otro compartimiento
(latencia de entrenamiento). Cuando los animales cruzaron a este compartimiento la
puerta fue cerrada y un choque eléctrico (un tren de impulsos cuadrados de 50 ms a
10 Hz) de 1.0, 2.0, 6 3.0 mA fue administrado. Cinco s mas tarde la puerta fue
reabierta permitiendo al animal escapar al compartimiento seguro y el estimulador
fue apagado; esta latencia también fue medida (latencia de escape). Después de 30
s en el compartimiento de seguridad los animales fueron regresados a sus jaulas.
Veinticuatro h después del entrenamiento, la extincion de la tarea fue medida en seis
dias consecutivos. Para este fin, se siguio el mismo procedimiento del entrenamiento
excepto que el choque eléctrico fue omitido; si el animal no cruzé al segundo
compartimiento dentro de 600 s se asignd un registro de latencia de retencion de 600
y la sesion se dio por terminada. Después de la dltima sesion de extincion, cuatro
animales de cada grupo fueron seleccionados al azar para realizar los andlisis
histologicos que se describen a continuacion. Dos grupos control se afiadieron: uno
de ellos fue sometido al mismo procedimiento de entrenamiento, excepto que el
choque eléctrico no se administré (grupo 0 mA, n = 3). Los animales del segundo
grupo control (n = 3) fueron mantenidos bajo idénticas condiciones de vida a las de
aquellos animales utilizados para el estudio conductual, pero nunca abandonaron el

bioterio, excepto para el sacrificio (grupo Bio).
VII.7. Actividad Motora Horizontal

Para evaluar la actividad motora horizontal espontanea se utilizé una caja de
acrilico transparente con tapa (42 cm de largo, 42 cm de ancho y 36 cm de altura).
Un sistema de sensores infrarrojos esta acoplado por fuera de la caja en cada una de
sus caras, para medir la actividad del sujeto. Los sensores en las paredes opuestas
se encuentran colocados a ras de la rejilla del piso de la caja, de manera que cuando
el cuerpo del animal interrumpe el haz infrarrojo de cada sensor se revela su posicién

en los planos X-Y-Z. Este sistema de sensores permiti6 medir el desplazamiento
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horizontal de los animales. La frecuencia de muestreo de la posicion del sujeto fue de
50 Hz. Los datos se recolectaron con el software VersaMax System (AccuScan
Instruments, INC., Columbus, Ohio). La caAmara de actividad motora se ubic6 dentro

de un cuarto sonoamortiguado iluminado.
VII.8. Verificacion de la ubicacion de las canulas

Después del experimento conductual, todos los animales a los que se les
implanté canulas se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sodico y se
perfundieron por via intracardiaca con solucion salina isoténica seguida de
formaldehido al 10 %, posteriormente el cerebro se extrajo y se colocé en un frasco
con formaldehido al 10%. Para corroborar la ubicacion de las cdnulas, se hicieron
cortes coronales de 50 micrémetros de espesor que se montaron en laminillas
portaobjeto para ser tefiidos con la técnica de Nissl y observados al microscopio.
Aquellos animales cuyos cortes mostraron que las puntas de los inyectores no se

encontraron en el nivel referido del HC, no se incluyeron en el analisis estadistico.
VIL.9. Impregnacién r4pida de Golgi

Inmediatamente después de la sexta prueba de extinciébn los animales
seleccionados que habian sido entrenados, junto con aquellos grupos de 0 mA y Bio,
fueron anestesiados con xilazina/ketamina y perfundidos transcardialmente con una
solucion tampon de formalina al 10% (pH 7.4). Después de 24 h los cerebros fueron
retirados del craneo, y un blogue de 4 mm, conteniendo el hipocampo dorsal
(Bregma -2.8 a -4.2) se obtuvo de cada animal. Cada bloque de hipocampo fue
impregnado usando la técnica de Golgi rapido, modificado por Diaz-Cintra et al.
(1981). Después de 12 dias, cada blogue se transfirid a una solucién de nitrato de
plata al 0.75% en agua bidestilada por 12 h, se lavé en alcohol al 50%, embebido en
nitrocelulosa de baja viscosidad, y cortado a lo largo del plano frontal con un espesor
de 120 ym. Cada seccibén se recogio en alcohol al 70%, se deshidratd, y mont6 en
medio Entellan. Cada portaobjetos cont6é con 16 secciones de hipocampo dorsal y se
le asigné un numero al azar para asegurar que al momento de su observacion se

desconocieran las condiciones experimentales.
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VII.10. Anélisis morfométrico

La cuenta de espinas dendriticas se realizé en cinco neuronas completas, bien
impregnadas del CA1 del hipocampo dorsal de cada rata. Este analisis se llevd a
cabo con un microscopio Nikon Optiphot-2 usando un objetivo de 100 X (Plan-
Apochromat, NA 0,8) y una reticula épticamente calibrada sobre el ocular de 10 X.
Las fotomicrografias fueron ensambladas a partir de imagenes obtenidas en
diferentes planos focales y reconstruidas usando el software Helicon Focus 5.1 (LTD,
2010).

Las dendritas apicales fueron divididas en segmentos proximal, medial y distal,
donde la via comisural, las colaterales de Schaffer, y las fibras de la via perforante
llegan, respectivamente (Amaral y Witter, 1989; Yeckel y Berger, 1990; Dudman et
al., 2007). Se conto el numero de espinas a lo largo de una longitud de 25 mu de tres
ramas secundarias de cada segmento. Asi, se obtuvieron tres cuentas por segmento
de cada neurona. Se decidi6 analizar las ramas secundarias, y no el eje dendritico
principal, debido a que el segmento proximal de la dendrita apical principal carece de
espinas en los primeros 100 mu del soma (Megias et al., 2001; presente tesis), y por
lo tanto, no se podrian haber hecho comparaciones validas si el segmento proximal
de la dendrita principal habria sido tomado en cuenta. La densidad de espinas
dendriticas se calcul6 como el niumero de espinas dendriticas dividido por las 25 mp

de la rama dendritica que se analizo.
VII.11. Andlisis estadistico

Prueba de evitaciéon inhibitoria. Debido al corte temporal arbitrario de 600 s
gue se dio a la prueba de retencién, en muchos casos no se presentd una
distribucion normal en los datos obtenidos, por lo que los resultados de latencias de
entrenamiento, escape y retencion fueron analizados de manera independiente con
la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis para determinar si los grupos
presentaron diferencias significativas entre si; para detectar entre qué par o pares de
grupos se presentaron las diferencias se empleé la prueba de U de Mann-Whitney.

La prueba de Wilcoxon se aplico en los casos donde se comparé la latencia de
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adquisicion y la latencia de retencién dentro del mismo grupo. En todos los casos se

aplicé un nivel de significancia < 0.05.

Prueba de extincién. Debido a que la medicién de la retencion fue truncada en
600 s, se utilizé estadistica no paramétrica para analizar los resultados conductuales.
Se aplicé el analisis de varianza de Kruskal-Wallis para analizar las latencias de
adquisicién y escape y para las latencias de retencion de cada una de las sesiones
de extincion. Cuando fue apropiado, la prueba U de Mann-Whitney se utiliz6 para
hacer comparaciones entre pares de grupos.

Actividad motora. Los datos de actividad motora horizontal se analizaron con
una ANOVA mixto de medidas repetidas en un disefio 3 (droga) x 12 (tiempo),
empleando como prueba post-hoc la de Duncan (p < 0.05).

Densidad de espinas. La densidad de espinas en cada uno de los tres
segmentos de la dendrita apical fue analizada con ANOVAs independientes de una
via. Esto se hizo debido a que sus diferentes inervaciones (los segmentos proximal,
medial y distal reciben fibras comisurales, colaterales de Schaffer y la via del patron
perforante, respectivamente) indican que estos segmentos no son elementos
neuronales homogéneos, sino mas bien compartimientos funcionales
independientes. Cuando los valores F fueron significativos, se utilizé la prueba de
rangos multiples de Duncan para determinar posibles diferencias significativas por
comparacién entre pares de muestras (p < 0.05).
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VIll. RESULTADOS
VIIl. 1. Verificacion de la ubicacion de las canulas

Los datos de los resultados conductuales se obtuvieron solo de los animales
cuyo andlisis histoldgico confirmé que las puntas de las canulas quedaron ubicadas
en la region dorsal del HC. En la Figura 8 se presentan fotomicrografias de cortes
coronales de cerebros de rata tefiidos con la técnica de Nissl que muestran la
localizaciéon bilateral de canulas en el hipocampo dorsal. En la Figura 9 se
representan las regiones en las que se encontraron las puntas de los inyectores en

los diferentes cortes coronales en varios niveles en el eje anteroposterior en relacion

a Bregma.

Figura. 8. Las micrografias (1x) fueron tomadas con un microscopio de campo claro
(Niko, Eclipse E600, Japdn).
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Figura 9. Representacion de las regiones del hipocampo dorsal en las que se
encontraron las puntas de los inyectores a varios niveles del eje A-P en relacion a
Bregma (modificado del Atlas de Paxinos y Watson, 2005).

o1



VIII. 2. Experimento 1. Definicion de reforzamiento alto y bajo a través de las

pruebas de extincidon

Este experimento se realizé con el fin de definir de manera operacional y
esencialmente en términos de aprendizaje, la intensidad para el bajo, mediano y alto
reforzamiento. Si la extincion es definida como la disminucién del aprendizaje de las
respuestas condicionadas después de la suspension del estimulo incondicionado o
reforzador (Szapiro et al., 2003; Vianna et al., 2003; Dillon et al., 2008), es de
esperarse que altos niveles de choque eléctrico se relacionardn con una mayor

resistencia a la extincion del aprendizaje de evitacion inhibitoria.
Tratamientos

Con la finalidad de encontrar si una relativamente alta intensidad de choque
eléctrico produce fuerte resistencia a la extincibn en comparacion con intensidades
bajas de choque eléctrico, animales intactos se distribuyeron al azar en grupos
independientes (n = 10) y se entrenaron en evitacion inhibitoria con una de las
siguientes intensidades de choque eléctrico 1.0, 2.0 6 3.0 mA. A partir de las 24 h
después del entrenamiento, se midi6 la extincion de la tarea por seis dias
consecutivos. Para este fin, se siguidé el mismo procedimiento de entrenamiento,
excepto que el choque eléctrico se omitié en las sesiones de extincion; si el animal
no cruzé al segundo compartimento dentro de 600 s, un valor de latencia de
retencion de 600 se asigno y la sesiéon de dio por terminada. Se incluyé un grupo
control que se sometid al mismo procedimiento de entrenamiento, excepto que no se
le administré choque eléctrico (0 mA). En el caso de este grupo, una vez que los
animales habian cruzado al compartimiento oscuro, la puerta se volvio a abrir
después de 5 s y si no volvian al compartimento seguro dentro de un periodo
adicional de 5 s, se les empuj6é suavemente de regreso a él. Veinticuatro horas mas
tarde, y durante seis dias consecutivos, también a este grupo se le midié la latencia

para entrar en el compartimiento oscuro.
Resultados

La prueba de Kruskal-Wallis revel6 que no hubo diferencias significativas entre
los grupos con respecto a las latencias de entrenamiento (H(3) = 6.354, p = 0.096). Ya
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gue la latencia de "escape" del grupo de 0 mA no estuvo motivada por choques
eléctricos, era de esperarse que esta latencia en cada una de las ratas de este grupo
fuese mayor que la mediana de las latencias de escape de los grupos que si
recibieron la estimulacién aversiva; por esta razon solo los grupos de 1.0, 2.0y 3.0
mA fueron incluidos en el analisis de las latencias de escape con la prueba Kruskal-
Wallis, que indicé que no habia diferencias significativas entre ellos (H(2) = 0.467, p =
0.792). Las latencias de escape de estos tres grupos fue de 1.8, 2.2 y 2.1 s,

respectivamente.

La Figura 10 muestra la retencién de la conducta de evitacién inhibitoria de los
grupos durante los 6 dias de extincion. Un claro patron diferencial de resistencia a la
extincion fue producido por las diferentes intensidades de choque eléctrico que se
aplicaron durante el entrenamiento. La prueba de Kruskal-Wallis revel6 que hubo
amplias diferencias significativas entre los grupos en cada una de las seis sesiones
de extincién (p’s < 0.001 para cada sesion). Como se habia anticipado, la mediana
de los valores de las latencias del grupo 0 mA fueron muy bajas, siempre menores
de 15 s, y difirieron de la de los otros grupos en cada una de las sesiones (p’s de
0.05 a 0.0001). En el otro extremo, el grupo de 3.0 mA mostré una ejecuciéon casi
perfecta durante las primeras 5 sesiones de extincion, y una calificacion muy alta en
la sexta sesidn, muy por arriba de los otros grupos. Excepto por la primera sesion, en
la que su latencia de retencion no difirié de la del grupo de 2.0 mA, el grupo de 3.0
mMA mostrd retenciones significativamente mayores que la de los demas grupos en
las seis sesiones (p’s entre 0.01 y 0.0001). La retenciéon del grupo 2.0 mA fue
significativamente mayor que la del grupo 1.0 mA a lo largo de las primeras cinco
sesiones (p’s entre 0.05y 0.01), y en la sexta sesion las ejecuciones de estos grupos
fueron muy similares (p = 0.684).
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Figura 10. Mediana de las latencias de retencion a través de las sesiones diarias de
extincion (EXT1-EXT6) desplegadas por los grupos que habian sido entrenados en
evitacion inhibitoria con 1.0, 2.0 6 3.0 mA. También se muestra la latencia para pasar
a través de los compartimientos de la camara del grupo de 0.0 mA (control) el cual
fue sujeto al mismo procedimiento de entrenamiento, s6lo que el choque eléctrico no
se administr6. En cada sesion de extincién las retenciones de cada grupo difieren
significativamente de las valores de latencia de los otros grupos, excepto para los
dos puntos dentro de los circulos abiertos.
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VIII.3. Experimento 2. Efecto protector del sobrerreforzamiento

Una vez determinadas las intensidades para el alto y bajo reforzamiento, este
experimento se plante6 con la finalidad de determinar si la aplicacion de un choque
eléctrico de intensidad relativamente alta produce el efecto protector contra la
amnesia al bloquear temporalmente la actividad neuronal del HC dorsal. Las
intensidades del choque eléctrico que se utilizaron durante el entrenamiento de

evitacion inhibitoria fueron de 1.0, 2.0 y 3.0 mA.
Tratamientos

Después de ocho dias de recuperacién de la cirugia, los animales fueron
distribuidos al azar en grupos independientes para recibir una inyeccién de 1
uL/hemisferio de solucion salina (VEH) 6 10 ng/uL/hemisferio de tetrodotoxina (TTX,
Sigma, T8024) a través de las canulas implantadas en el HC dorsal. Los grupos se
identificaron como VEH1.0, TTX1.0, VEH2.0, TTX2.0, VEH3.0 y TTX3.0 ya que 30
min después de administrada VEH o TTX los sujetos se entrenaron en evitacion
inhibitoria con una de las intensidades de choque seleccionadas del experimento
anterior (1.0, 2.0 6 3.0 mA). La retencién de cada grupo fue evaluada a las 48 h.

Resultados

No se encontraron diferencias significativas en las latencias de entrenamiento
entre los grupos tratados con el vehiculo (H(3) = 6.32, p > 0.05), ni entre los grupos
TTX (H(3) = 3.03, p > 0.05). Estos resultados se muestran en la Figura 11A. En el
caso de las latencias de escape, aparecieron diferencias altamente significativas,
tanto en los grupos tratados con TTX como en los tratados con el vehiculo (H(3) =
19.54, p < 0.0005, y H(3) = 25.48, p < 0.00001, respectivamente). Con respecto a los
grupos de VEH, la prueba post-hoc U de Mann-Whitney demostré que el grupo 0.0
mMA tuvo latencias de escape significativamente mayores que cada uno de los otros
grupos (valores de p entre 0.001 y 0.0005), mientras que las latencias de escape no
difirieron entre los grupos que recibieron choque eléctrico. Un panorama similar
surgio cuando se hicieron comparaciones entre pares de grupos tratados con TTX: el
grupo 0.0 mA tuvo latencias mas altas que el resto de los grupos (p < 0.0005 en cada
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comparacién), mientras que no se encontraron diferencias significativas entre los

grupos que recibieron choque eléctrico (Figura 11B).

Como se muestra en la Figura 11C, se encontraron diferencias altamente
significativas cuando se compararon los puntajes de retencion entre los grupos VEH
(H(3) = 25.92, p < 0.0001). Las pruebas U revelaron que hubo diferencias
significativas entre el grupo 0 mA y el resto de los grupos (p < 0.001 en cada
comparacion); los grupos de 1.0 y 3.0 mA también difirieron entre si (p < 0.005).
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Figura 11. Mediana de los valores de latencia (x rango intercuartilar) de grupos de
ratas inyectadas, 30 min antes del entrenamiento, con vehiculo (VEH) o terodotoxina
(TTX) en el hipocampo dorsal. (A) Los grupos VEH y TTX tuvieron latencias de
entrenamiento similares, independientemente de la intensidad del choque
administrado. (B) Latencias de escape: * p < 0.001 vs. los grupos VEH de 1.0, 2.0y
3.0 mA; # p < 0.001 vs. los grupos TTX de 1.0, 2.0 y 3.0 mA. (C) Latencias de
retencion: * p < 0.05; ** p< 0.001 con respecto a su grupo control.
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También se encontraron diferencias significativas durante la prueba de
retencion (Figura 11C), entre los grupos que fueron tratados con TTX (H(3) = 25.4, p
< 0.0001); las pruebas U indicaron que los grupos 0 y 1.0 mA tuvieron latencias
significativamente menores que las de los grupos 2.0 y 3.0 mA (p < 0.001 en cada
comparacién), y que estos dos grupos también difirieron entre ellos (p < 0.05).
Comparaciones pareadas simples (prueba de U) mostraron que con respecto a sus
correspondientes controles VEH, tanto el grupo de TTX1.0 y TTX2.0 mA mostraron
significativo deterioro de la retencion (p < 0.0005 y 0.05, respectivamente), mientras
gue los grupos de TTX0.0 y TTX3.0 mA no difirieron de sus respectivos grupos

control.
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VIIl.4. Experimento 3. Dependencia de estado

Existe evidencia experimental que indica que los efectos farmacolégicos
producidos por una variedad de drogas pueden actuar como un estimulo
condicionado intrinseco necesario para la ejecucion de una respuesta condicionada.
Asi, la memoria adquirida bajo la influencia de una droga puede ser recordada en el
mismo estado pero no en un estado diferente (Overton, 1964, 1966); por tal motivo,
este experimento se disefié con la finalidad de detectar si el efecto observado con la
administraciéon de TTX esta ligado a un fendmeno de dependencia estado.

Tratamientos

Cuatro grupos independientes de animales implantados con canulas recibieron
los siguientes tratamientos bilaterales: dos grupos recibieron 1 uL de SAL y los otros
dos 10 ng/uL de TTX y treinta min después fueron entrenados en evitacion inhibitoria
aplicando un choque de 1.0 mA. La retencion de los 4 grupos fue evaluada a las 48 h
s6lo que dos grupos volvieron a recibir el tratamiento original (SAL o TTX) 30 min
antes de la prueba de retencién; los dos grupos restantes no recibieron tratamiento
adicional alguno.

Resultados

Debido a que en el Experimento 2, la TTX se administr6 antes del
entrenamiento y la retencion fue de medida 48 h después, se podria argumentar que
los efectos de deterioro sobre la ejecucién fueron debidos a un efecto dependiente
del estado y no a la perturbacion de TTX sobre los procesos de aprendizaje o
memoria. Por lo tanto, en el Experimento 3 se investigaron los efectos de la
microinyeccion de TTX antes del entrenamiento y antes de la prueba de la retencién
habiéndose administrado un choque eléctrico de 1.0 mA durante el entrenamiento;
los resultados indican que los déficits observados no son debidos a dependencia de
estado.

Al igual que en los experimentos anteriores, la prueba de Kruskal-Wallis no
detecto diferencias estadisticas significativas en las latencias de entrenamiento (p =
0.97) ni en las de escape (p = 0.08), pero los efectos del tratamiento llegaron a ser
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significativos en la sesion de retencion (H(3) = 27.7, p = 0.0001). La prueba U de
Mann Whitney mostré que la retencion fue significativamente deteriorada en el grupo
gue ejecutd el entrenamiento y la prueba bajo el efecto de TTX, asi como el grupo

gue solo recibi6 TTX antes del entrenamiento. Los resultados se muestran en la

Figura 12.
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Figura 12. Mediana de los valores de latencias de entrenamiento, escape y retencion
(x rango intercuartilar) de grupos de ratas entrenadas en evitacion inhibitoria de un
esnasyo con 1.0 mA e inyectadas 30 min antes del entrenamiento y 30 min antes de
la prueba de retencion, ya sea con solucion salina isotonica vehiculo (VEH-VEH) o
tetrodotoxina (TTX-TTX) en el hipocampo dorsal. No hubo diferencias significativas
en las latencias entrenamiento (A) o en las latencias de escape (B) entre los grupos
VEH y TTX. En contraste, TTX produjo un deterioro significativo de la retencion lo
gue indica que la ejecucién pobre no fue debida a dependencia del estado (C). * p <
0.005 con respecto al grupo control VEH.
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VIIL.5. Experimento 4. Evaluacién de las memorias de corto y largo plazo

Los experimentos anteriores de este estudio indicaron claramente que la
administracion intrahipocampica de TTX antes del entrenamiento produjo un
deterioro de la retencién que no fue debido a dependencia del estado y que el
entrenamiento con una relativamente fuerte estimulacién aversiva protegido a la
memoria contra el tipico efecto amnésico de TTX. Debido a que los animales se
encontraban bajo el efecto de TTX cuando se sometieron al entrenamiento, y por lo
tanto su HC se encontraba inactivo, el deterioro que se observd en la retencién
evaluada a las 48 h pudiera atribuirse a la incapacidad de los sujetos para adquirir o
aprender la tarea (de tal modo que sin la adquisicibn no habria evocacion), y no
necesariamente atribuirse a una deficiencia en la consolidacion de la memoria. La
informacion generada con este experimento permitiria establecer si el efecto
amnésico de TTX ha sido producido por la interferencia con la adquisicién o la
consolidacion de la IA. Si la administracion de TTX antes del entrenamiento impide la
adquisicion (aprendizaje), entonces los animales no mostraran retencion alguna
cuando se prueben poco después del entrenamiento. Pero, si estos animales
despliegan una buena retencidon poco después del entrenamiento, y llegan a estar
amnésicos cuando se prueban tiempo después del entrenamiento, entonces se

podria concluir que TTX deteriora el proceso de consolidacion.
Tratamientos

Dos grupos de animales recibieron 1 uL de VEH o 10 ng/kg de TTX en el
hipocampo dorsal 30 min antes del entrenamiento de evitacion inhibitoria con 1.0 mA.
Para probar si TTX habia producido su efecto amnésico al interferir con el
aprendizaje, una primera prueba de retencion se realiz6 30 min después del
entrenamiento (memoria de corto plazo); y para probar si el efecto amnésico habia
interferido con la consolidacién, una segunda prueba se realizé 48 h después del

entrenamiento (memoria de largo plazo).
Resultados

Las pruebas U de Mann-Whitney demostraron que no hubo diferencias
significativas entre los grupos VEH y TTX en las latencias de entrenamiento (p >
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0.27) ni en las latencias de escape (p > 0.88), confirmando nuevamente que la
inactivacion previa del HC por la administracion de TTX no modificé la capacidad de
los animales para responder ante un ambiente novedoso ni su reactividad ante el
choque eléctrico. Tampoco se presentaron diferencias estadisticas significativas en
la retencién a los 30 min (p > 0.7) alcanzando VEH y TTX una oOptima ejecucion de
600 s. En contraste, a las 48 h después del entrenamiento, un deterioro significativo
de la retencién fue evidente en el grupo de TTX (p < 0.001 con respecto al grupo
VEH), tal como se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Mediana de los valores de latencias de entrenamiento, escape y
retencion (x rango intercuartilar) de grupos de ratas entrenadas en evitacion
inhibitoria de un ensayo, con 1.0 mA e inyectadas 30 minutos antes del
entrenamiento, ya sea con solucion isoténica vehiculo (VEH) o TTX en el hipocampo
dorsal. No hubo diferencias significativas en las latencias de entrenamiento (A) ni en
las latencias de escape (B) entre los grupo VEH y TTX. La retencion se midié a los
30 min y 48 h después del entrenamiento. TTX no produjo deficiencia de la memoria
de corto plazo (probada a los 30 min), pero la memoria de largo plazo (probada a las
48 h) fue significativamente afectada (C). * p < 0,001 con respecto al grupo control
VEH.
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VIII.6 Experimento 5. Efecto de TTX sobre la actividad motora horizontal y la
habituacion

Los andlisis estadisticos indicaron que las latencias de entrenamiento y las
latencias de escape en los tres experimentos anteriores no fueron diferentes entre
los distintos grupos control y experimentales. Esto fue tomado como un signo de
actividad perceptiva y motora normal necesaria para aprender la tarea de evitacion
inhibitoria, independientemente de los deterioros cognitivos producidos por TTX. Sin
embargo, se investigd la memoria a corto plazo (Experimento 4) a los 30 min
después del entrenamiento, (es decir, 60 min después de la administracién de TTX)
cuando los animales estaban todavia bajo la influencia de TTX. Asi, la latencia de
retencion alta podria no haber reflejado necesariamente buena memoria de corto
plazo, sino un signo de acinesia, es decir, una falla para iniciar un movimiento

cuando éste se requiere.

Debido a que la droga neurotoxica se administrd antes del entrenamiento de
IA, también fue posible que los deterioros en la retencion producidos por TTX
observados 48 h después del entrenamiento podrian haber sido debidos a una
interferencia proactiva con la ejecucién de la retencion, y no a una interferencia con
los procesos de memoria. Este experimento tuvo dos propésitos: (a) determinar los
efectos de TTX sobre la actividad motora espontanea en los intervalos de tiempo que
comprenden aquellos utilizados para medir las latencias de entrenamiento y de
escape, asi como las medidas a los 30 min y 48 h después del entrenamiento en los
tres primeros experimentos, y (b) evaluar el efecto del bloqueo del hipocampo en la

habituacion motora, un tipo relativamente sencillo de aprendizaje.
Tratamientos

La actividad motora horizontal espontanea se registrd en tres grupos de ratas:
intactas (no implantadas) y microinyectadas en el HC dorsal con 1 uL de solucion
salina isoténica VEH 6 10 ng/uL de TTX. Treinta minutos después de la
microinyeccion la actividad motora horizontal se midié durante una hora en intervalos
de 5 min. Cuarenta y ocho horas mas tarde, esta actividad fue registrada de nuevo

(sin microinyecciones).
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Resultados

En la Figura 14, la ordenada representa el valor medio del numero de
interrupciones a las fotoceldas en funcion de cada uno de los intervalos de tiempo en
los que se registré la actividad motora espontanea de los sujetos. Se observa que
durante el primer dia de registro los tres grupos de animales desplegaron valores de
actividad similares, siendo altos al comienzo de la sesién y fueron disminuyendo
progresivamente, hasta llegar practicamente a cero al final de la sesién, 1 h mas

tarde.

ACTIVIDAD MOTORA HORIZONTAL Y HABITUACION

A
= 5000 - B 5000 - —e— [ntacto
E —a—VEH
)
*E 4000 - 4000 - TTX
(]
3
T 3000 4 3000 1
o
o
£ 2000 - 2000 1
e}
3
= 1000 - 1000 1
<
0““"=’)—. L
10 20 30 40 50 60 020 30 40 50 60
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 14. Media del nimero de interrupciones a las fotoceldas que se registré en
intervalos de 5 min en una sesion de 60 min a un grupo de ratas intactas y 30
minutos después de infundir a otros dos grupos TTX o solucién salina isotonica
(VEH) en el hipocampo dorsal (A). Una segunda sesion se programoé 48 h més tarde
(B). No hubo diferencias significativas entre los grupos por efecto de los tratamientos
y las diferencias debidas al factor tiempo revelan la habituacién de los sujetos.

Al analizar de manera independiente los datos de actividad motora horizontal,
el ANOVA de medidas repetidas (tiempo x tratamiento) revel6 un efecto significativo
para el intervalo de tiempo (F(11, 242) = 190.81, p < 0.0005), mientras que el
tratamiento (F(2, 22) = 0.69, p > 0.50) y la interaccién (F(22, 242) = 0.79, p > 0.75) no
produjeron efectos significativos. Lo mismo ocurrié cuando la actividad motora se
midié 48 horas después; encontrandose un efecto significativo para el intervalo de
tiempo (F(11, 242) = 138.94, p < 0.0005), mientras que el tratamiento (F(2, 22) =
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0.96, p > 0.40) y la interaccion (F(22, 242) = 1.03, p > 0.43) no produjeron efectos
significativos. El analisis muestra que la TTX intrahipocAmpica no produjo
alteraciones motoras en los momentos en los que las latencias de entrenamiento,
escape y retenciéon (a los 30 min y a las 48 h) de los experimentos 2 y 3 se midieron
e hizo evidente que conforme transcurrié el tiempo los animales se fueron habituando

a la camara.

Los resultados de los experimentos 2, 3 4 y 5 ya fueron publicados por la
revista Hippocampus; en la seccion Xlll. ANEXOS se presenta copia del
articulo.
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VIIL.7. Experimento 6. NOmero de espinas en las neuronas piramidales del CA1

del hipocampo y su relacion con la magnitud del choque eléctrico

Este experimento se disefié con la finalidad de determinar si la extincidn
después del entrenamiento incrementado de evitacion inhibitoria induce cambios en la

densidad de espinas en el hipocampo, en comparacién con el entrenamiento regular.
Tratamientos

Ya que en el Experimento 1 se evalué la extincion de la conducta de evitacion
inhibitoria en animales entrenados con diferente intensidad de choque eléctrico (1.0,
2.0 6 3.0 mA), los cerebros de cuatro animales, seleccionados al azar, de cada uno de
estos grupos se utilizaron para analizar la densidad de las espinas dendriticas en el
campo CALl del hipocampo. Se afiadieron otros dos grupos control: uno de ellos fue
sujeto al mismo procedimiento de entrenamiento, excepto que el choque eléctrico no
se administré (0 mA grupo, n = 3), por lo que una vez que los animales habian
cruzado al compartimiento oscuro de la camara, la puerta se abrié de nuevo después
de 5 s, y si no volvian al compartimiento seguro dentro de 5 s adicionales, se les
empujé suavemente de regreso a él. Veinticuatro horas mas tarde, y durante seis dias
consecutivos, la latencia para entrar al compartimiento oscuro también se medié. Los
animales del segundo grupo control (n = 3) fueron mantenidos bajo idénticas
condiciones de vida a las de aquellos animales utilizados para el estudio conductual,
pero estos nunca abandonaron el bioterio, excepto para el sacrificio (grupo Bio).

Inmediatamente después de la sexta prueba de extincidn los animales seleccionados
gue habian sido entrenados (1.0, 2.0, 3.0 mA), junto con aquellos grupos de 0 mA y
Bio, fueron anestesiados con xilazina/ketamina y perfundidos transcardialmente con
una solucion tampén de formalina al 10% (pH 7.4). Después de 24 h los cerebros
fueron extraidos, y un bloque de 4 mm, conteniendo el hipocampo dorsal (Bregma —
2.8 a — 4.2; Paxinos y Watson 2005) se obtuvo de cada animal. Cada bloque de
hipocampo fue impregnado usando la técnica de de Golgi rapido modificado por Diaz-
Cintra et al. (1981). La técnica de impregnacion con Golgi rapido y el andlisis
morfométrico para determinar la densidad de espinas se describen con mas detalle en

el apartado de Materiales y Métodos. El analisis estadistico de la densidad de espinas
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en cada uno de los tres segmentos de la dendrita apical se hizo con ANOVAs
independientes de una via. Esto se hizo asi porque sus diferentes inervaciones
(segmentos proximal, medial y distal reciben fibras comisurales, colaterales de
Schaffer y via perforante, respectivamente) indican que estos segmentos no son
elementos neuronales homogéneos, sino mas bien, compartimientos funciones
independientes. Cuando se presentaron diferencias significativas, se uso6 la prueba
post-hoc de Duncan.

Resultados

La Figura 15 muestra una neurona piramidal con tincién de Golgi, y una
ampliacion de los segmentos distal, medial y proximal donde se contaron el nimero
de espinas a lo largo de 25 my. El andlisis estadistico revel6 que hubo diferencias
altamente significativas en la densidad de espinas entre los grupos en los segmentos
proximal (F (4, 266) = 9.635, p = 0.0001), medial (F (4, 266) = 26.978, p = 0.0001), y
distal (F (4, 266) = 20.245, p = 0.0001). La Prueba de Rango Multiple de Duncan
mostré que no hubo diferencias significativas en la densidad de espinas entre los
grupos Bio y 0 mA en ninguno de los segmentos (Figura 16). En cuanto al segmento
proximal, la densidad de espinas de los grupos Bio y 0 mA fue significativamente
mayor que la de los grupos 1.0, 2.0, y 3.0 mA; la densidad de espinas no fue
significativamente diferente entre los tres ultimos grupos. En el segmento medial, los
grupos Bio y 0 mA también tuvieron una densidad de espinas mayor que la de los
grupos 1.0, 2.0, y 3.0 mA; a su vez, el grupo 3.0 mA mostré una mayor densidad de
espinas que los grupos 1.0 y 2.0 mA. Por ultimo, en el segmento distal, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos Bio, 0 mA y 3.0 mA, mientras
gue cada uno de estos grupos difiri6 significativamente de los grupos 1.0y 2.0 mA.
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Figura 15. Ejemplo representativo de células piramidales de CAl tefiidas con la
técnica de impregnacion rapida de Golgi (figura central), y un dibujo de la misma en
camara lacida (figura de la izquierda). En el lado derecho los insertos muestran
imagenes ampliadas de los segmentos distal (D), medial (M) y proximal (P) de la
dendrita apical. Las espinas dendriticas pudieron ser vistas facilmente en cada
imagen, con examen en diferentes planos focales. Las barras de escala: figura
intermedia = 100 uym; insertos = 25 ym.
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Figura 16. Media de los valores de densidad de espinas por micrémetro en cada uno
de los tres segmentos de la dendrita apical del CA1, encontradas después de las seis
sesiones de extincion de animales entrenados en evitacion inhibitoria con 0, 1.0, 2.0,
6 3.0 mA y de un grupo de control que nunca abandoné el bioterio, excepto para el
sacrificio (Bio). Las lineas continuas sobre las barras representan diferencias
significativas (p < 0.001) en comparacion con los grupos Bio y 0 mA; las lineas
discontinuas sobre las barras representan diferencias significativas (p < 0.001) en
comparacion con el grupo de 3.0 mA.

El porcentaje de cambio en la densidad de espinas, con respecto al grupo
control Bio se representa en la Figura 17. Se puede ver claramente la poda de
espinas en los tres segmentos de la dendrita apical del CAl de todos los grupos
entrenados, excepto que el grupo de alto choque mantuvo una densidad de espinas

normal en el segmento distal.

68



(72}
©
£
Q __ Q-
3xe)
o m
UB 5
'O,,_ - -
S E < BIO
'28 0 0mA
-co 2 mA
&3 ® 3mA
o N
5w -15 1
£ E
@)
3 20 -
o
R
25 4

PROXIMAL MEDIAL DISTAL

Figura 17. Efecto de la intensidad del entrenamiento de evitacién inhibitoria sobre el
porcentaje de cambio en la densidad de espinas encontrado después de seis
sesiones de extincion, normalizados con el grupo control Bio, en cada uno de los tres
segmentos de las dendritas apicales de las neuronas CA1l del hipocampo dorsal de
la rata.

Los resultados del experimento 1 y de este experimento 6 ya fueron
publicados por la revista Frontiers in Behavioral Neuroscience; en la seccién
XIll. ANEXOS se presenta copia del articulo.
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IX DISCUSION GENERAL

En esta seccion presentaremos la discusion de cada uno de los
experimentos que constituyen esta tesis.

Experimento 1. Definicibn de reforzamiento alto y bajo a través de las
pruebas de extincidon

El hecho de que las latencias de entrenamiento y las de escape no fueran
diferentes entre los grupos, muestra que todos los animales se comportaron de
manera homogénea durante el entrenamiento. Los resultados de retencidn
evidencian que conforme la intensidad de choque eléctrico se incrementé en el
entrenamiento de evitacion inhibitoria, se produjo también un incremento en las
latencias de retencion, ya que los grupos entrenados con 2.0 y 3.0 mA mostraron

una ejecucion 6ptima en la primera sesion de extincion.

En la literatura se sefiala que la magnitud del reforzamiento es uno de los
parametros que controlan la ejecucion de los sujetos en la situacion de aprendizaje,
este parametro abarca dos propiedades diferentes de los reforzadores, su cantidad
y su calidad. La cantidad del reforzamiento puede especificarse facilmente por
medio de alguna medida fisica, como el peso, la concentracién o el volumen. La
calidad del reforzamiento puede especificarse por las preferencias del organismo
hacia un reforzador respecto de otros. Al manipular estos parametros del
reforzamiento en una serie de experimentos, se llegé a la conclusion de que, con
magnitudes crecientes de reforzamiento, la ejecucion en el aprendizaje aumenta.
Entre las investigaciones que proporcionaron esta conclusion estan las de Gantt,
descritas por Hull (1943), Crespi (1942), Hutt (1954) y Zeaman (1949) para la
cantidad del reforzamiento, y las de Guttman (1953) y Hutt (1954) para la cualidad
del reforzamiento (todas ellas citadas en Kimble, 1985).

Los resultados de este experimento son consistentes con la evidencia de que
se dispone sobre los efectos de la magnitud del reforzamiento negativo,
intensidades en aumento producen magnitudes de condicionamiento en aumento

(Boren, Sidman y Herrnstein, 1959; Passey, 1948; Prokasy, Grant y Myers, 1958 en
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Kimble, 1985) y existen algunas pruebas de que la funcién es asintética al
sobrepasar cierto valor de intensidad.

Especificamente, en el paradigma de evitacion inhibitoria, donde los animales
reciben un choque eléctrico en las patas, el deterioro de la memoria por aplicacion
de tratamientos amnésicos después del entrenamiento, depende de la intensidad de
choque empleada durante el entrenamiento. Se ha observado que el gradiente de
amnesia retrograda producida por algunos tratamientos amnésicos esta
inversamente relacionado con la intensidad del choque empleado durante el
entrenamiento (Bucherelli y Tassoni, 1992; Bucherelli, Tassoni y Bures, 1992;
Parent y McGaugh, 1994; Quatermain y McEwen, 1970).

En el laboratorio, resultados experimentales con el procedimiento de
evitacion inhibitoria han permitido definir que las intensidades de choque para el
bajo reforzamiento son aquellas minimas que llevan a que el animal aprenda la
tarea, es decir, con estas intensidades los animales presentan diferencias
significativas entre sus valores de adquisicion y retencién; mientras que la
intensidad del sobrerreforzamiento correspondera a aquella que ocasiona que los
animales no sélo aprendan sino que alcancen valores de resistencia a la extincién
significativamente mayores a los de los sujetos que se entrenaron con una

intensidad que corresponde al bajo reforzamiento.

Los resultados del presente experimento confirman lo anterior y nos permiten
sefialar que el grupo entrenado con 3.0 mA presentd mayor resistencia a la
extincion a lo largo de los seis dias en los que se evalué la retencién de la tarea sin
la aplicacion del choque eléctrico y son consistentes con la premisa que considera
gue la intensidad del estimulo aversivo tiene un efecto sobre la fuerza de la
respuesta condicionada, es decir, que las diferencias en la fortaleza del aprendizaje
deben poder manifestarse durante una prueba de resistencia a la extincion. Es de
esperarse que los grupos de ratas que hayan aprendido (y consolidado) mejor la
tarea, presenten una mayor resistencia a la extincién, es decir, que tarden mas
tiempo en presentar una reduccion significativa en la latencia de retencién. Ambrogi

Lorenzini et al. (1993) investigaron la relacion entre la intensidad del estimulo
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incondicionado (choque eléctrico) y el gradiente de consolidacion de respuestas de
evitacion inhibitoria a través del procedimiento de extincion forzada. Por medio de
este paradigma puramente conductual disefiado para investigar el trazo especifico
de memoria de evitacién inhibitoria, se confirmé que el fortalecimiento del
condicionamiento de evitacion inhibitoria esta positivamente relacionado con la
intensidad del estimulo incondicionado. Otros estudios también han demostrado
gue existe una relacion directa entre la fuerza de la consolidacién y la intensidad de
choque eléctrico (Giordano y Prado-Alcala, 1986; Pérez-Ruiz y Prado-Alcal4, 1989;
Prado-Alcala et al., 1994; Quiroz et al., 2003).

El objetivo de definir de manera operacional la intensidad para el bajo,

mediano y alto reforzamiento fue cubierto con este experimento.

Experimento 2. Efecto protector del sobrerreforzamiento

La ausencia de diferencias significativas en la latencia de entrenamiento y de
escape entre los grupos TTX con respecto a los grupos VEH, refleja que la
inactivacion del HC con la administraciéon de TTX antes del entrenamiento, no
interfirid con estas respuestas. En consecuencia, todos los sujetos desplegaron
actividad motora semejante durante el entrenamiento y mostraron la misma
capacidad de respuesta al ser expuestos a la camara y para responder ante el
choque eléctrico. Por lo tanto las diferencias observadas en la retencién no pueden
ser atribuidas a acciones de la TTX sobre los procesos puramente sensoriales o

motores.

En la Figura 11 se observa que todos los grupos de animales que fueron
inyectados con solucién salina isoténica VEH presentaron diferencias significativas
entre sus latencias de entrenamiento y retencion, es decir estos animales
modificaron su respuesta inicial (latencias de entrenamiento bajas) después de la
experiencia aversiva (latencias de retencién altas); esto indica que cualquiera de las
tres intensidades de choque (1.0, 2.0 6 3.0 mA) aplicadas a los sujetos que
recibieron VEH antes del entrenamiento, les permitieron, aprender a evitar el

choque eléctrico. Por lo que respecta a los animales que recibieron TTX, se observa
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gue los sujetos que tenian inactivo el HC dorsal por la administracion de TTX y
fueron entrenados con una intensidad de choque baja (1.0 mA), fueron incapaces
de recordar la experiencia aversiva recibida durante el entrenamiento; es decir,
presentaron un deterioro en la memoria de la respuesta de evitacion. Sin embargo,
este deterioro dejo de presentarse conforme la intensidad de choque se incrementd
(los grupos de 2.0 y 3.0 mA ejecutaron bien la respuesta de evitacion en la sesion
de prueba).

El grupo de animales que recibié TTX y fue entrenado con 1.0 mA (TTX-1.0)
presentd latencias de retencidn significativamente menores con respecto a su
control SAL-1.0, lo que evidencia que TTX deterior6 la retencion cuando los
animales fueron entrenados con intensidad de choque baja. Conforme se fue
incrementando la intensidad de choque eléctrico, las diferencias en la retencion
entre los grupos que recibieron TTX y su control dejaron de presentarse (SAL-2.0 vs
TTX-2.0 y SAL3.0 vs TTX-3.0). También se presentaron diferencias significativas al
comparar las latencias de retencion de los grupos control SAL-1.0 y SAL-3.0, lo que
muestra que a pesar de que los animales del grupo de SAL-1.0 aprendieron a evitar
el choque eléctrico esta respuesta estuvo en posibilidades de ser mejorada cuando
se incrementd la intensidad de choque durante el entrenamiento. Otra forma de
evidenciar el efecto protector del sobrerreforzamiento es comparando pares de
grupos que recibieron TTX y se entrenaron con diferente intensidad de choque,
como ocurre con TTX-1.0 vs TTX-2.0, TTX-1.0 vs TTX-3.0 y TTX-2.0 vs TTX-3.0
donde se evidencié una mejora en la retencion en la medida en que la intensidad de

choque se incremento.

La adecuada memoria, evaluada 48 h después del entrenamiento, de los
grupos de animales que fueron entrenados con altas intensidades de choque ya con
el HC dorsal inactivo por la administracion previa de TTX, sugiere que el incremento
en la magnitud del reforzador protege a los sujetos del tratamiento amnésico. Los
resultados de este experimento son consistentes con estudios anteriores en donde
las intensidades de choque eléctrico relativamente altas (experiencia de
entrenamiento incrementado) protegen de la amnesia retrégrada producida por la
inactivacion reversible del STR (Pérez-Ruiz y Prado-Alcala, 1989) AMY y SN
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(Salado-Castillo et al., 2011), del HC dorsal (Quiroz et al., 2003) o por el bloqueo de

receptores colinérgicos en el STR (Giordano y Prado-Alcala, 1986).

Precisamente porque estos experimentos, realizados en nuestro laboratorio,
para explicar el efecto protector del sobrerreforzamiento implicaron la inactivacion
de estructuras cerebrales inmediatamente después del entrenamiento, se ha
planteado la hipétesis de que en condiciones de entrenamiento incrementado se
acelere el proceso de consolidaciéon, es decir, que el intervalo de tiempo entre el
entrenamiento y la administracion del tratamiento farmacolégico pudiera ser
suficiente para que el aprendizaje se consolide. Es por lo anterior que en la
propuesta metodoldgica de este experimento, el tratamiento amnésico (inactivacion
del HD con la administracién de TTX) se aplico 30 min antes del entrenamiento y
asi poder explorar si se presenta el efecto protector del incremento en la magnitud
del reforzador (experiencia de entrenamiento incrementado), cuando de antemano
la estructura cerebral, en este caso el HC dorsal, se encontraba inactivo durante el

entrenamiento.

Los hallazgos de este experimento son los siguientes: a) las tres
intensidades de choque empleadas permitieron a los sujetos que recibieron salina
antes del entrenamiento aprender a evitar el choque eléctrico, b) la adecuada
memoria (evaluada 48 h después del entrenamiento) de los grupos de animales que
fueron entrenados con altas intensidades de choque, con el HC dorsal inactivo por
la administracion de TTX, sugiere que el incremento en la magnitud del reforzador
protege a los sujetos del tratamiento amnésico. Como mencionamos antes, este
efecto ya se ha reportado en estudios en donde la inactivacién reversible del STR
(Pérez-Ruiz y Prado-Alcala, 1989), AMY (Salado-Castillo et al.,, 2011) o del HC
dorsal (Quiroz et al.,, 2003), asi como el bloqueo de receptores colinérgicos
estriatales (Giordano y Prado-Alcala, 1986) y GABAérgicos nigrales (Cobos-Zapiain

et al., 1996) se indujo justo después del entrenamiento.

Asi pues, los resultados muestran que una intensidad de 1.0 mA es suficiente
para que los animales control aprendan a evitar el choque eléctrico mientras que

aquellos que recibieron TTX no lo hacen; es decir, el efecto del tratamiento
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amnésico se manifiesta con baja intensidad de choque; el choque de intensidad
intermedia indujo proteccion contra el efecto de la TTX, aunque la retencion de la
tarea fue inferior a la del grupo que fue entrenado con 3.0 mA. El incremento de la
intensidad del choque a 3.0 mA produce en los sujetos una proteccién total en
contra del efecto amnésico de la TTX. En otras palabras, cuando los sujetos se
someten a una experiencia de entrenamiento incrementado (intensidad de choque

alto) el tratamiento amnésico deja de ser efectivo.

Como se indicd, este experimento contemplé como antecedentes directos la
evidencia experimental que indica que diversas estructuras cerebrales participan en
la consolidaciéon de la memoria y que cuando se interfiere en forma temporal o
permanente con la actividad de alguna de ellas o cuando se bloquea
farmacol6gicamente la accién de sus neurotransmisores, se presenta un deterioro
en la consolidacion de la memoria. Sin embargo, cuando los animales se exponen a
una experiencia incrementada de entrenamiento, los tratamientos amnésicos no
producen alteracion de la memoria. Debido a que en estos protocolos
experimentales los tratamientos se han aplicado después del entrenamiento, se ha
sugerido que el entrenamiento incrementado acelera el proceso de consolidacion
(Parent y McGaugh, 1994) el cual se llevaria a cabo en el corto intervalo entre el
entrenamiento y la aplicacion del tratamiento amnésico. Si esto fuese asi, es decir,
si la consolidacion se acelera al incrementarse la intensidad de choque, se
esperaria que el almacenamiento de informacién no ocurra si la administracién del
tratamiento amnésico se realiza 30 minutos antes del entrenamiento (ya que el HC
se encuentra inactivo antes y durante el entrenamiento), aunque los animales
fuesen entrenados con intensidad de choque alta. Pero si a pesar de mantener
inactivo el HC, antes y durante el entrenamiento el proceso de aprendizaje se
consolida, entonces se evidenciaria que otras estructuras se hacen cargo del

proceso y que el HC deja de ser fundamental.

Nuestros resultados ponen de manifiesto que en los animales entrenados
con intensidades altas de choque eléctrico no se deterioré la memoria de la
respuesta de evitacion, a pesar de la inactivacién previa del HC, lo que sugiere que

el efecto protector del entrenamiento incrementado ante el tratamiento amnésico no
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se debe a una aceleracién en el proceso de consolidacion de la memoria. Asi, la
evidencia experimental obtenida aqui apunta a que el HC deja de ser fundamental
para la memoria de la respuesta condicionada con alta intensidad de choque y que
es otra u otras las estructuras cerebrales las que permiten que se continde el
procesamiento de informacion en el cerebro. Por lo tanto, los resultados de este
estudio se suman a la evidencia de diversas investigaciones realizadas en este y
otros laboratorios apoyando la propuesta de que la integridad funcional de un
namero de estructuras: corteza cerebral, HC (Markowitsch et al., 1985; Quiroz, et
al.,, 2003), AMY (Parent y McGaugh, 1994; Parent, Tomaz y McGaugh, 1992;
Salado-Castillo, 1996), neostriado (Diaz del Guante et al., 1990; Giordano y Prado-
Alcala, 1986; Prado-Alcald, et al., 1980; Salado-Castillo et al., 2011), substancia
nigra (Cobos-Zapiain et al.,1996; Salado-Castillo, 1996), es necesaria para la
consolidacion de conductas que han sido adquiridas a través de un numero limitado
de ensayos (los cuales pueden ser suficientes para alcanzar una ejecucion
asintdtica) o con bajo nivel de estimulacidbn aversiva. Mientras que ante una
experiencia incrementada de entrenamiento (a través del sobreentrenamiento o
sobrerreforzamiento), las mismas estructuras (y probablemente estructuras
adicionales) también participan en los procesos de consolidacion; sin embargo, bajo
estas circunstancias ninguna estructura particular es esencial para estos procesos
mnemaonicos, porque la activacion de algunas de ellas podria ser suficiente para la
consolidacion; en otras palabras, ante una experiencia incrementada de
entrenamiento la informacién derivada de la experiencia, alcanzara a otros nuicleos,
ademas de los que estuvieron involucrados en la condicién de bajo reforzamiento,
los cuales seran capaces de ejecutar las funciones de memoria (Prado-Alcala,

1995). Los resultados de este Experimento 2 también aportan informacién adicional

a la obtenida con diferentes aproximaciones experimentales de doble y triple
disociacion que han llevado a la propuesta de la participacion de sistemas multiples
de memoria (SMM) en paralelo para el procesamiento de informacion adquirida y

establecimiento de la memoria (White y McDonald, 1993).

La evidencia para el planteamiento de los diferentes sistemas de memoria

también llega de modelos en los que se ha mostrado que dafios en un sistema
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parecen incrementar el aprendizaje mediado por otro sistema (McDonald y White,
1995); estos datos apoyan el punto de vista que los sistemas multiples de memoria
compiten entre ellos por el control del aprendizaje.

La mayoria de los estudios de sistemas multiples de memoria, usan tareas
gue son dependientes de algun sistema neural pero no de otro. Una tarea donde la
contribucion de dos sistemas, hipocampico y estriatal, puede ser contrastada es la
de laberinto en cruz. Las ratas son entrenadas en una configuracion T del laberinto,
para desplazarse por un reforzador ubicado en alguno de los brazos del mismo.
Esta simple tarea requiere ser resuelta usando mecanismos de respuesta
(egocéntricos) o mecanismos de lugar (alocéntricos). El laberinto puede ser usado
para determinar si las ratas emplean de manera preferente aprendizaje sobre las
bases del habito (e.g., girar a la derechalizquierda para aproximarse a la meta) o
sobre las bases de lugar (por ejemplo orientarse por sefiales fijas en el cuarto para
aproximarse a la meta). Evidencias recientes indican claramente que ambos tipos
de aprendizaje contribuyen a la adquisicién de esta tarea. La inactivacion del HC o
el STR con lidocaina disminuyé la expresion de soluciones de lugar y de respuesta,
respectivamente (Packard y McGaugh, 1996), mientras que con la administracion
de glutamato ocurrié lo contrario (Packard, 1999). De forma consistente, en esta
tarea las ratas generalmente usan soluciones de lugar al principio del entrenamiento
y mas tarde soluciones de respuesta a lo largo del entrenamiento, es decir, después
de entrenamiento prolongado las ratas cambian de soluciones de lugar a soluciones
de respuesta (van de soluciones cognitivas a soluciones de habito) (Chang y Gold,
2003; Packard, 1999; Packard y McGaugh, 1996). Este papel diferencial entre el
STRy el HC, se ha determinado a partir de la medicion por microdidlisis-HPLC de la
acetilcolina liberada a lo largo de los ensayos en la prueba de laberinto T. En el
estudio de Gold (2004) se observa que la liberacion de acetilcolina hipocampica se
incrementa a partir del quinto ensayo y se mantiene elevada a través de los 100
ensayos que dura la sesion. Por otra parte, la liberacion de acetilcolina en el STR se
incrementa gradualmente alcanzando su nivel pico hasta los 40-50 ensayos. El
incremento gradual en la liberacion de acetilcolina en el STR corresponde a la

transicion de respuestas que emite la rata, de soluciones de lugar a soluciones de
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respuesta en el laberinto T, sugiriendo que la activacion temprana del HC controla
soluciones de lugar en los primeros ensayos, cediendo el control al STR en las
soluciones de respuesta al final de los ensayos. Ademas, estos hallazgos sugieren
gue el HC permanece activo, pero que el procesamiento hipocampico es anulado o
sustituido cuando el STR llega a comprometerse completamente (Gold, 2004). De
acuerdo a este punto de vista, el HC retiene la capacidad para proveer una solucion
de lugar para la tarea y, en términos de liberacion de ACh como un marcador,
permanece activo durante la ejecucion de la tarea. Sin embargo, esta capacidad
para proveer una solucién de lugar es oscurecida mas tarde en el entrenamiento
por contribuciones estriatales, a menos que la contribucidén estriatal tardia sea
disminuida o removida por manipulacion farmacolégica como lo hicieron Packard y
McGaugh (1996).

De hecho, en el Experimento 2 de esta tesis podemos inferir qué estructuras
adicionales al HC (que se encontraba inactivo) se hacen cargo del procesamiento
de la informacion durante el entrenamiento. Es posible sugerir que la intensidad de
choque incrementado es uno de los factores que probablemente a través de la AMY
desencadene los mecanismos que permiten evidenciar la participacion de otro u
otros sistemas de memoria en la tarea de evitacion inhibitoria. Esta propuesta se
fundamenta en evidencias experimentales que sugieren que la liberacion periférica
de hormonas adrenales en respuesta a influencias estresantes influyen sobre la
consolidacion de la memoria a través de la activacion de adrenorreceptores
centrales (McGaugh, 2000). Otros experimentos sugieren que la actividad
noradrenérgica en la AMY puede jugar un papel en la consolidacion de la memoria.
Antagonistas a [B-adrenorreceptores infundidos dentro de la AMY inmediatamente
después del entrenamiento de evitacion inhibitoria deterioran la retencion de la
ejecucion y la administracién simultanea de norepinefrina (NE) atenta el deterioro
(Gallagher et al., 1997; Gallagher y Kapp, 1981). Otros estudios usando
microdialisis combinada con cromatografia liquida de alta resolucién proveen un
apoyo adicional en esta direccion, ya que un choque eléctrico de intensidad similar
a la que las ratas reciben durante el entrenamiento de evitacion inhibitoria (0.55 mA)

incrementd los niveles de NE en la AMY (Galvez et al., 1996) y la cantidad de NE
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liberada varié directamente con la intensidad del choque eléctrico (0.3, 0.7 y 1.2
mA) (Quirarte et al., 1998). En otro estudio, se inform6 que los niveles de NE
incrementaron mas del 300% respecto de su linea base 30 min después del
entrenamiento de evitacion inhibitoria y se mantuvieron elevados por 2 h; y ese
incremento en los niveles de NE después del entrenamiento presentd una
correlacion alta con la ejecucion en la retencion evaluada 24 h después (Mclintyre et
al., 2002).

Las conexiones anatémicas de la AMY con el HC y el STR se han
evidenciado con diferentes aproximaciones, una de ellas implico la expresion de c-
fos en el HC y STR después de inyecciones intra-amigdalinas del aminoé&cido
excitatorio NMDA, confirmando que la AMY esta conectada funcionalmente con
estas dos estructuras (Cahill y McGaugh, 1993 en Packard et al., 1994). Evidencias
gue indican que la AMY modula la consolidacion de la memoria de aprendizajes
dependientes del STR basados en sefiales (asociacion estimulo-respuesta), y la
consolidacion de memoria espacial dependiente del HC se derivan de un estudio en
el laberinto acuético donde infusiones pos-entrenamiento de anfetamina (agonista
indirecto catecolaminérgico) dentro de la AMY basolateral mejoraron la memoria
“cognitiva” (dependiente de HC) y la memoria “Estimulo-Respuesta” (dependiente
del estriado). Estos efectos no fueron prevenidos por infusiones intra-amigdalinas
de lidocaina administrada antes de la prueba de retencion realizada 24 h después
del entrenamiento (Packard, et al., 1994).

Por las evidencias descritas y los resultados de este Experimento 2, puede
sugerirse que durante el entrenamiento de evitacidn inhibitoria sistemas mdltiples
de memoria estan participando en el procesamiento de informacion de esta tarea.
Asi el niumero de estructuras comprometidas en condiciones de entrenamiento con
bajo choque es menor pero conforme se incrementa la intensidad de choque, muy
posiblemente considerando umbrales especificos, otras estructuras se van
integrando o comprometiendo con el procesamiento, es decir, en condiciones de
alto choque otros sistemas de memoria reciben y procesan la informacion de forma
paralela y cada uno lo hara con base en el tipo de informacion que pueda integrar.

Sin embargo, esta propuesta debe ser sujeta a la prueba experimental.
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Las estructuras que, en principio, se sugiere participan en el procesamiento
simultaneo del aprendizaje de evitacidn inhibitoria en condiciones de alto choque
(sin pensar que sean las unicas) son el HC, NC, SN y la AMY y por consiguiente,
s6lo bajo estas condiciones de entrenamiento incrementado (intensidad de choque
alta) el proceso de consolidacion de la memoria sigue presentandose a pesar de la
lesién o inactivacion farmacolégica de alguna de ellas. Esta interpretacion se
sustenta con otros hallazgos de nuestro laboratorio donde a pesar de la inactivacion
de NC, SN, AMY o HC en condiciones de alto choque el aprendizaje de evitacion
inhibitoria se consolida. Por lo anterior podemos sugerir que el sobrerreforzamiento
activa la participacién de sistemas mdultiples de memoria en paralelo, que se hace
efectiva a partir del mismo sobrerreforzamiento, y permite explicar de esta forma el

proceso de proteccion a la amnesia.

Por otro lado, si bien la evitacion inhibitoria no est4 basada especificamente
en claves espaciales como una tarea espacial clasica, los sujetos experimentales
necesariamente adquieren informacion acerca de la organizacién espacial del
entorno, por lo que se podria pensar que la tarea de evitacion permitiria disociar la
participacion del HC, sobre todo de su region dorsal que ha evidenciado ser
fundamental en el procesamiento de informacion espacial (Moser y Moser, 1998;
Moser, Moser y Andersen, 1993). Ahora bien, la participacion del STR se
evidenciaria también simultaneamente a través del control que ejerce sobre la
actividad motora necesaria para la adquisicion y ejecucion de la respuesta
condicionada, ademas de que durante el procedimiento de evitacion inhibitoria los
animales experimentales también estan bajo la influencia de otros estimulos entre
los que se encuentran la luz del compartimiento seguro de la camara, la penumbra
del compartimiento de castigo, asi como la diferente textura del piso de ambos
compartimientos; en este sentido, se sabe que el STR es una estructura polimodal,
que se activa ante la estimulacién sensorial (Diez-Martinez et al., 1976; Diez-
Martinez et al., 1977; Saavedra de Camargo et al., 1981). Otra posibilidad es que
durante el entrenamiento con intensidad de choque alta ciertos estimulos sean mas
prominentes o destacados que otros, o que muy probablemente ocasionara,

diferencias en la activacibn de los sistemas de memoria participantes,
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probablemente aprendizaje sobre la base E-R dependiente del STR. Y como se ha
mostrado en otros estudios, si a esta situacién se le afiade alguna manipulacion
farmacoldgica o de lesion de las estructuras cerebrales participantes, el resultado
sera la expresion de una estrategia de aprendizaje dependiente de un sistema de
memoria que no ha sido afectado por esas manipulaciones. Si la estructura que se
encuentra inactiva es el HC muy probablemente se establezcan asociaciones
estimulo-respuesta dependientes del estriado. Esto puede explicar por qué en
condiciones de entrenamiento con alta intensidad de choque el deterioro de la
memoria no se manifiesta a pesar de tener inactivo el HC. Sin embargo, como se
indico, tal propuesta debe ser contrastada experimentalmente. Lo cual indica que el
Experimento 2 puede complementarse con otras aproximaciones metodoldgicas
como microdidlisis-HPLC in vivo para evaluar los niveles de algunas hormonas del
estrés o niveles de ACh (marcadores de la actividad neuronal) en HC, NC, SN vy
AMY durante el entrenamiento de evitacién con alto y bajo choque. Asimismo, los
datos que arrojen estos experimentos se sumarian a los que existen sobre las
bases neurobiolégicas y mecanismos del aprendizaje de evitacion inhibitoria en

condiciones de bajo reforzamiento vs sobrerreforzamiento.

Asi, proponemos que la evitacion inhibitoria, en condiciones de
entrenamiento con alto choque, es un modelo Util para disociar la participacion
simultdnea de multiples sistemas en el procesamiento y establecimiento de la
memoria y permitira desentrafiar las relaciones de competencia o de cooperacién

entre los sistemas participantes.

Experimento 3. Dependencia de estado

Este experimento demostr6 que no hay diferencias significativas entre los

grupos control (VEH), ni entre los grupos experimentales (TTX), independientemente

del régimen de administracion del tratamiento. La Figura 12 muestra que TTX produjo

un marcado efecto amnésico en los dos grupos experimentales TTX y TTX-TTX, en

comparaciéon con los grupos control SAL y SAL-SAL (p = 0.0001, en ambos casos).

Por lo tanto, el deterioro en la retencién provocado cuando TTX se administr6 en el HC
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dorsal antes del entrenamiento no es debido a dependencia de estado sino que TTX
pre-entrenamiento, interfiere con la actividad del HC dorsal ocasionando un evidente

efecto amnésico que deteriora la memoria de la tarea entrenada con 1 mA.

Experimento 4. Evaluacién de las memorias de corto y largo plazo

Es importante hacer notar que a pesar de que las latencias de retencion del
grupo VEH, evaluadas 30 minutos después del entrenamiento, presentaron valores
de 600 s; las latencias de retencion de este grupo, medidas a las 48 h fueron
apreciablemente menores. Esto puede ser debido a que la primera retencién se hizo
durante el periodo correspondiente a la memoria reciente (de corto plazo), por lo que
la respuesta fue Optima; en el caso de la retencién medida 48 h después, los valores
de latencia son menores porque la experiencia de aprendizaje durante el
entrenamiento fue relativamente débil dando acceso a cierta cantidad de olvido o de
extincion, en virtud de la baja intensidad de choque que se administré durante el
entrenamiento (1.0 mA). Esos resultados confirman los obtenidos en los
Experimentos 1y 2, en donde los grupos controles entrenados con la intensidad baja
(1.0 mA) muestran practicamente la misma retencién que el grupo control de este
experimento. En su conjunto, los resultados de retencidén del grupo SAL de los tres
experimentos muestran la confiabilidad del modelo de evitacion inhibitoria utilizado,
asi como el buen control de estimulos y demas variables involucradas en el

entrenamiento y manejo general de los sujetos de experimentacion.

Este experimento nos indica que el deterioro en la ejecucién observado a las
48 h, en los animales que se entrenaron bajo el efecto de TTX con intensidad de
chogue baja, no es consecuencia de la incapacidad de los sujetos para adquirir la
tarea, y que en condiciones de bajo reforzamiento el HC dorsal no es indispensable
para la memoria de corto plazo (retencion inmediata) pero su integridad funcional es
necesaria para la consolidacion de la memoria de largo plazo (medida a las 48 h
después del entrenamiento). Los resultados de este experimento que muestran que
la adquisicion no requiere de la integridad funcional del HC, son congruentes con el
estudio reportado por Martinez et al., (2002). Ellos emplearon otra aproximacion
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experimental, la inyecciéon de &cido kainico en el HC. Los autores demostraron
inequivocamente que el HC dorsal no participa en los procesos de la memoria
inmediata o de corto plazo, pero si en los de la memoria de largo plazo. Los datos
reportados por Martinez et al. (2002) y los que arrojé este experimento difieren de los
reportados por Ambrogi Lorenzini et al. (1996) quienes en su estudio concluyen que
el HC dorsal juega un papel fundamental en la adquisicion de la tarea de evitacién
inhibitoria. Es importante sefialar que estos autores inactivaron el hipocampo dorsal
antes del entrenamiento y evaluaron retencién hasta las 24 h, pero no evaluaron la
respuesta condicionada poco después del entrenamiento, es decir no evaluaron

retencion inmediata como fue el caso del presente experimento.

Experimento 5. Efecto de TTX sobre la actividad motora horizontal y la
habituacion

Puesto que en el procedimiento de evitacion inhibitoria se espera que el
animal se desplace desde el compartimiento iluminado de la cadmara al obscuro y
viceversa, los resultados en este experimento nos permiten descartar la posibilidad
de deterioro motor con la administracion del0 ng/uL de TTX treinta min antes del
entrenamiento de evitacion inhibitoria, por lo que podemos afirmar que TTX no
interfiere con la conducta que se espera realice el sujeto durante la ejecucién de la

tarea de evitacion.

Otro aspecto muy importante que se desprende de los resultados de este
experimento, es que el procedimiento utilizado para medir la actividad motora
también ha sido un modelo para estudiar la forma mas elemental de aprendizaje: la
habituacién, que es un aprendizaje no asociativo. Este aprendizaje consiste en el
decremento paulatino de una respuesta cuando el sujeto se encuentra ante una
estimulacién repetitiva no aversiva o cuando se encuentra en un ambiente invariante.
En nuestro caso, los sujetos estuvieron expuestos a un contexto monotono (la
camara de actividad motora) que induce, a lo largo del tiempo, una disminucion de la

actividad motora.
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El hallazgo de que no hubo diferencias significativas en la actividad motora
entre los grupos de animales integros y los inyectados en el hipocampo dorsal con
VEH o con TTX indica que todos ellos aprendieron a habituarse, independientemente
de que el hipocampo estuviese funcionando normalmente o de que estuviera
inactivo. Estos datos representan una situaciéon de disociacion funcional del
hipocampo, ya que, por una parte, su inactivacién impide la consolidacion de la
memoria de la evitacion inhibitoria entrenada con niveles relativamente bajos de
estimulacion aversiva, y por otra, su inactivacion no interfiere con el aprendizaje de
habituacién. En otras palabras, el HC es indispensable para la consolidacion de la
memoria de evitacion inhibitoria convencional, pero no es necesario para que se

desarrolle la habituacion.

Por otra parte, este hallazgo también es importante porque demuestra que la
administracién de TTX en el HC dorsal no interfiridé con las capacidades generales
perceptuales de los animales, ya que para que se lleve a cabo el proceso de
habituaciéon es indispensable que los animales sean capaces de distinguir las
caracteristicas fisicas del entorno al que habran de habituarse. Por dltimo, la
inactivacion del HC no impidi6 que en otras regiones cerebrales ocurrieran los

procesos plasticos necesarios para que se lleve a cabo el aprendizaje de habituacion.

Experimento 6. NUmero de espinas en las neuronas piramidales del CA1 del
hipocampo y su relacién con la magnitud del choque eléctrico

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio en el que se examin6 la

plasticidad de espinas en el hipocampo después de un procedimiento de extincién.

Se obtuvieron dos resultados principales. Primero, como era de esperarse, la
alta intensidad de choque indujo mejor aprendizaje, es decir, el grupo de 3.0 mA
mostré significativamente mayor resistencia a la extincién, y su ejecucion en las

sesiones de extincion fue mejor que la de los otros grupos.

El segundo hallazgo principal fue que la extincion produjo poda de espinas en
los tres segmentos de la dendrita apical en los grupos que habian sido entrenados
con las intensidades de choque bajas (1.0 y 2.0 mA). También es interesante la
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observacion de que el grupo de animales sometido a una experiencia de aprendizaje
incrementado (grupo 3.0 mA), el cual produjo una mayor resistencia a la extincion,
mostrd diferentes densidades de espinas a lo largo de la dendrita apical: hubo poda
en el segmento proximal, como fue el caso para los grupos con bajo choque, un
aumento significativo en la densidad de espinas en el segmento medial, y una
densidad de espinas que fue tan alta como el de los grupos control en el segmento

distal.

La reduccion en el nimero de espinas después de la extincion no fue debida
simplemente a la exposicion al contexto experimental ni a la habituacidon a éste; esta
inferencia puede hacerse, porque tal reduccion en las espinas no se observo en el
grupo que fue "entrenado” con 0 mA y expuesto al mismo contexto por el mismo

namero de sesiones como los grupos entrenados, que recibieron choque.

La presuncion de que cambios sinapticos subyacen al almacenamiento de la
memoria no es nueva. En la primera mitad del siglo XX, Pavlov (1927) y Konorski
(1948) postularon que el condicionamiento eran una forma de aprendizaje diferente
de aquel que participa en la extincion, pero que, sin embargo, estos dos procesos de
aprendizaje estaban asociados con la formacién de nuevas conexiones sinapticas.
Hay una buena cantidad de evidencia experimental para sustentar la idea de que el
aprendizaje esta asociado a la génesis de espinas dendriticas (Rusakov et al, 1997;
O'Malley et al, 1998, 2000; Leuner et al, 2003; Marrone, 2007), pero es dificil

encontrar informes relacionados con la dinamica de las espinas y la extincion.

Nuestros resultados apuntan hacia un probable mecanismo de la extinciéon y
del efecto protector del aprendizaje incrementado contra la interferencia con la
formacion de la memoria de largo plazo. Fue completamente claro que los grupos
que realmente mostraron extinciéon (grupos 1.0 y 2.0 mA; Figura 10) también
presentaron un grado importante de poda de espinas a lo largo de los tres
segmentos de las dendritas apicales del CAl (Figura 15). En este caso, el cambio
plastico inducido por la extincion fue en forma de una reduccidén de los contactos
sinapticos en la dendrita apical, como puede deducirse por la reduccion de espinas,

y sugiere que la extincion esta relacionada con una disminucién en las entradas
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excitatorias en el sitio postsingptico. Este hallazgo va en contra de la hipotesis
propuesta por Pavlov (1927) y Konorski (1948), y muestra claramente que los
mecanismos que subyacen a la nueva respuesta aprendida (la extincion) son
completamente diferentes de aquellos que median el aprendizaje inicial de la
respuesta de evitacion inhibitoria, donde se ha encontrado que la densidad de

espinas aumenta significativamente (O'Malley et al., 1998).

Por otro lado, el grupo que fue entrenado con la intensidad de choque mas
alta (3.0 mA), mostrd una retencion perfecta de la respuesta condicionada a través
de las cuatro primeras sesiones de extincion, y fue hasta la quinta sesidn que esta
respuesta comenzo a disminuir (Figura 10). Asi, es evidente que la conducta de este
grupo reflejé los efectos de mejora del entrenamiento. Esta elevada resistencia a la
extincion fue acompafada por un patron diferencial de modificaciones de espinas a
través de la longitud de la dendrita apical del CA1 (Figura 16). Al igual que en el
caso del entrenamiento con las mas bajas intensidades de choque, este grupo
mostré poda en los segmentos proximal y medial de la dendrita apical. Sin embargo,
la cuenta de espinas en el segmento distal no fue diferente de la de los grupos
control. Este interesante resultado puede indicar que el mantenimiento de la
respuesta condicionada de este grupo, a pesar de haber sido sometido al proceso
de extincién, puede ser debido, al menos en parte, al mantenimiento de las
conexiones sinapticas mediadas por estas espinas dendriticas. Las principales fibras
aferentes del segmento distal de la dendrita apical, la via perforante, surgen desde la
corteza entorhinal multimodal. Es tentador especular que esta via transmite o
comunica las sefales excitatorias producidas por las condiciones de aprendizaje
incrementado, y por lo tanto detiene la poda natural inducida por la extinciéon de la
respuesta condicionada.

En un articulo reciente, Vetere et al. (2011) estudiaron la dinamica de las
espinas dendriticas después de la retencion a largo plazo del condicionamiento del
miedo contextual. Se encontré un aumento significativo en la densidad y el tamafio
de las espinas en las dendritas apicales de las cortezas cingulada anterior e
infralimbica. Interesantemente, después de la extincidén de la respuesta condicionada

la densidad de espinas retornd a la linea base, pero la proporcion de espinas
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grandes no lo hizo en la corteza cingulada anterior; el resultado opuesto se observé
en la corteza infralimbica. Estos autores concluyeron que las fluctuaciones en la
densidad y forma de las espinas se producen en las regiones corticales, tanto
durante la formacion y la extincién de las memorias del miedo contextual. Por otro
lado, nosotros encontramos que la extincién fue acompafada por la poda de las
espinas dendriticas a lo largo de la longitud de las dendritas apicales de las células
del hipocampo CA1 de ratas que habian sido entrenadas en evitacion inhibitoria con
intensidades relativamente bajas de choque, y ningin cambio en la densidad de
espinas en la dendrita distal cuando se administr6 una intensidad de choque alto.
Estos hallazgos disimiles muestran que el aprendizaje de extincién representa un
fendmeno complejo donde diferentes procesos tienen lugar en diferentes regiones
del cerebro, los cuales puede ser dependientes del tipo de conducta que se esta

extinguiendo.

Vale la pena mencionar que una caracteristica distintiva del desorden de
estrés postraumatico (PTSD) es la formacion de una memoria fuerte, que es
altamente resistente a la extincion (Armario et al., 2008), parecida a la memoria
formada después del aprendizaje incrementado de la evitacion inhibitoria descrito en
el presente trabajo. Asi, este modelo conductual puede ser util en el estudio de la
neurobiologia del PTSD, y uno esta tentado a hipotetizar que la resistencia a la
extincién vista en esta patologia, también podria estar mediada por la durabilidad de
las espinas en las dendritas apicales de las neuronas piramidales del hipocampo.

Para concluir, el entrenamiento de evitacion inhibitoria con un choque eléctrico
de intensidad relativamente alta (3.0 mA) produjo aprendizaje incrementado, como se
mostrd por la fuerte resistencia a la extincion, comparado con la ejecucién de los
grupos que habian sido entrenados con bajas intensidades de choque eléctrico.
Después de probar bajo un protocolo para producir la extincion, hubo poda de
espinas dendriticas a lo largo de la longitud de las dendritas apicales de las neuronas
del campo CA1l del hipocampo en los animales que fueron entrenados con bajas
intensidades de choque eléctrico (1.0 y 2.0 mA); estos animales mostraron débil
resistencia a la extincién. El grupo con una fuerte resistencia a la extincién también

mostré la poda de las espinas dendriticas, pero solo en los segmentos proximal y
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medial de la dendrita apical; se encontr6 una cantidad normal de espinas en el
segmento distal. La conducta de extincién, evidenciada por los registros bajos de
retencion, en parte puede estar mediada por un cambio plastico en forma de una
reduccién de los contactos sinapticos en la dendrita apical, mientras que el
mantenimiento de la respuesta condicionada después del protocolo de extincion
puede ser debido, al menos en parte, al mantenimiento de las conexiones sinapticas

en el segmento distal de la dendrita apical.

Es necesario realizar experimentos adicionales para poner a prueba

experimental las diversas interpretaciones ofrecidas a los resultados en este trabajo.
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X. RESUMEN DE RESULTADOS

La intensidad de choque de 1.0 mA corresponde a la de bajo reforzamiento
mientras que 3.0 mA puede ser empleada como intensidad para el alto

reforzamiento y 2.0 mA como una intensidad intermedia.

La inactivacion del HC con la administracion de la TTX antes del
entrenamiento no interfirié con la capacidad de repuesta de los animales al ser
expuestos a la camara de evitacion (adquisicién) ni con la sensibilidad para
responder ante el choque eléctrico (escape).

Los animales entrenados con intensidades altas de choque eléctrico no
deterioraron la memoria de la respuesta de evitacién, a pesar de la

inactivacion previa del HC.

El deterioro en la retencion provocado cuando la TTX se administré en el HC
antes del entrenamiento con choque bajo no es debido a dependencia de

estado.

La administracion pre-entrenamiento de la TTX en el HC no interfiri6 con la

memoria de corto plazo.

La administracion intra-hipocampica de la TTX treinta min antes del
entrenamiento no deterioré la actividad motora espontanea de los animales,
por lo que este farmaco no interfirid con la tarea de evitaciéon inhibitoria, ni

afectd el aprendizaje de habituacion.

Los animales entrenados con bajas intensidades de choque eléctrico (1.0, 2.0
mA) mostraron deébil resistencia a la extincion y en el andlisis morfométrico
hubo poda de espinas dendriticas en la region proximal, medial y distal de la
dendrita apical del area CA1 del HC.

Los animales sometidos a aprendizaje incrementado (sobrerreforzamiento)
presentaron fuerte resistencia a la extincibn y el andlisis morfométrico
evidencio poda sélo en los segmentos proximal y medial de la dendrita apical
de las neuronas del CAl del HC, mientras que la cantidad de espinas fue

“normal” en el segmento distal.
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Xl. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
A) CONCLUSIONES

Se evidencid que el efecto protector del sobrerreforzamiento no se debe a una

aceleracion en el proceso de consolidacién de la memoria.

En condiciones de bajo reforzamiento el hipocampo dorsal no es
indispensable para la memoria de corto plazo (retencidon inmediata) pero su

integridad funcional es necesaria para la memoria de largo plazo.

Es posible la participacion de multiples sistemas de memoria (hipocampo,
estriado y amigdala) en el procesamiento de informacion para la conducta de

evitacion inhibitoria en condiciones de aprendizaje incrementado.

Los resultados de este estudio se suman a la evidencia de diversas
investigaciones realizadas con aproximaciones experimentales de doble y
triple disociacion que han llevado a la propuesta de la participacion de
Multiples Sistemas de Memoria en Paralelo para el procesamiento de

informacion adquirida y el establecimiento de la memoria.

La conducta de extincidbn puede estar mediada por una reduccion de los
contactos sinapticos de la dendrita apical, mientras que el mantenimiento de la
respuesta condicionada (resistencia a la extincion) puede deberse, a la
conservacion o persistencia de las conexiones sinapticas en el segmento

distal.

Los resultados sugieren que la via perforante transmite o comunica las
seflales excitatorias producidas por las condiciones de aprendizaje
incrementado, y por lo tanto detiene la poda natural inducida por la extincion
de la respuesta condicionada.

Es posible usar el modelo de evitacion inhibitoria como una herramienta
metodolégica util para disociar la participacion simultdnea de mudltiples
sistemas de memoria en los procesos de aprendizaje y memoria para
desentrafar las relaciones de competencia o de cooperacion entre los

sistemas participantes.
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B) PERSPECTIVAS

El experimento 2 Efecto protector del sobrerreforzamiento, puede
complementarse con otras aproximaciones metodolégicas como microdialisis-HPLC
in vivo para evaluar los niveles de algunas hormonas del estrés o niveles de ACh
(marcadores de la actividad neuronal) entre otros, en HC, NC, SN y AMY durante el
entrenamiento de evitacion con alto y bajo choque. Asimismo, los datos que arrojen
estos experimentos se sumarian a los que existen sobre las bases neurobioldgicas y
mecanismos del aprendizaje de evitacion inhibitoria en condiciones de bajo

reforzamiento vs sobrerreforzamiento.

Adicionalmente, dado que la forma de las espinas dendriticas también se ha
asociado a una remodelacibn mediada por la experiencia, este estudio puede
complementarse con informacion adicional que permita establecer una relaciéon entre
la forma y tamafio de las espinas dendriticas y la experiencia del aprendizaje

incrementado en la tarea de evitacién inhibitoria.
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Numerous reports indicate that learning and memory of conditioned responses are
accompanied by genesis of dendritic spines in the hippocampus, although there is a
conspicuous lack of information regarding spine modifications after behavioral extinction.
There is ample evidence that treatments that typically produce amnesia become
innocuous when animals are submitted to a procedure of enhanced training. We now
report that extinction of inhibitory avoidance (IA), trained with relatively low foot-shock
intensities, induces pruning of dendritic spines along the length of the apical dendrites
of hippocampal CA1 neurons. When animals are trained with a relatively high foot-shock
there is a high resistance to extinction, and pruning in the proximal and medial segments
of the apical dendrite are seen, while spine count in the distal dendrite remains normal.
These results indicate that pruning is involved in behavioral extinction, while maintenance
of spines is a probable mechanism that mediates the protecting effect against amnesic
treatments produced by enhanced training.

Keywords: hippocampus, dendritic spines, pruning, extinction, inhibitory avoidance, post-traumatic stress

disorder

INTRODUCTION

It has been reported that treatments that typically produce amne-
sia become innocuous when administered to animals that have
been submitted to an enhanced learning experience. Thus, gen-
eralized interference with cholinergic or serotonergic central
activity produces amnesia of inhibitory avoidance (IA) trained
with relatively low levels of foot-shock, but memory remains
intact when higher levels of stimulation are used during training
(e.g., Duran-Arevalo et al., 1990; Galindo et al., 2008). Similarly,
long-term memory deficits of IA are produced by hindrance
of synaptic activity of the striatum, amygdala, and substantia
nigra; in contrast, under this circumstance memory is spared after
enhanced IA training (Giordano and Prado-Alcala, 1986; Pérez-
Ruiz and Prado-Alcald, 1989; Parent et al., 1992, 1995; Parent and
McGaugh, 1994; Prado-Alcald, 1995; Cobos-Zapiain et al., 1996;
Salado-Castillo et al., 2011). Recently, it was found that enhanced
IA training prevented the typical amnesic effects of cyclohex-
imide, a protein synthesis inhibitor (Diaz-Trujillo et al., 2009).
In spite of this evidence, the neurobiological mechanisms of the
protective effect of enhanced learning against amnesic treatments
remain completely unknown.

The hippocampus is also involved in memory consolidation
of IA training, as shown by the deleterious effects of interference
with hippocampal activity on retention of this task (Izquierdo
et al.,, 1992; Ambrogi-Lorenzini et al., 1996; Stubley-Weatherly
et al., 1996; Martinez et al., 2002), although enhanced learning
of this task also protects against amnesia produced by reversible
blockade of hippocampal activity (Quiroz et al., 2003).

One structural neuronal change that has been proposed as a
substrate of long-term memory is related to changes in dendritic
spine density (Horner, 1993; O’Malley et al., 2000; Leuner et al.,
2003). There is also a growing body of evidence that strongly
suggests that acquisition of novel information induces the devel-
opment of dendritic spines in the hippocampus in a variety of
learning tasks (Mahajan and Desiraju, 1988; Horner, 1993; Moser
et al., 1994; Rusakov et al., 1997; O’Malley et al., 2000; Leuner
et al., 2003; Restivo et al., 2009), including the one-trial step-
through IA task used in the present study (O’Malley et al., 1998).
In this case, hippocampal dentate spine density was increased
6h after training and returned to basal levels at 72h after
training.

Not only is the hippocampus involved in acquisition of con-
ditioned responses, but also in the process of extinction, i.e., in
the learned diminution of the conditioned responses following
withholding of the unconditioned or reinforcing stimuli (Szapiro
et al., 2003; Vianna et al., 2003; Dillon et al., 2008). However,
there is a conspicuous lack of information regarding spine for-
mation in this type of learning, and still less regarding extinction
of enhanced learning.

The aim of this work was to determine if extinction of an IA
response that had been acquired with low, medium, and high
(enhanced training) levels of foot-shock promotes spinogenesis
in CA1 pyramidal neurons of the hippocampus. If such were the
case, then it might represent a possible mechanism for the protec-
tive effect of enhanced learning on memory. We now report that
IA induces changes in spine density in CAl pyramidal neurons
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of the hippocampus which are dependent on the strength of
training.

MATERIALS AND METHODS

ANIMALS

All experimental procedures were approved by the Animal Ethics
Committee of Instituto de Neurobiologia, Universidad Nacional
Auténoma de México and were in compliance with the NIH
Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals. The
subjects were naive male Wistar rats (250-350 g), maintained in
a room with a 12 h/12h light-dark cycle (lights on at 7:00h),
housed individually in acrylic cages with food and tap water ad
libitum.

Since the main goal of this work was to determine if extinction
after enhanced training of IA induces changes in spine density
in the hippocampus as compared to regular training, it was nec-
essary to operationally define “enhanced training.” One way to
establish such a definition was to test the effects of increasing
foot-shock intensities upon resistance to extinction, which is a
progressive decline in the magnitude of a conditioned response
that is no longer reinforced. It is used as a measure of strength
of learning, since resistance to extinction is stronger when the
learning experience is also stronger. Therefore, in this experiment,
independent groups of rats were given one of three different foot-
shock intensities during training in order to find out whether in
our experimental conditions a relatively high foot-shock intensity
produces stronger resistance to extinction as compared with lower
foot-shock intensities. There were 10 rats in each group. The
brains of four animals of each group were used to analyze to the
density of dendritic spines in the CA1 field of the hippocampus.

APPARATUS

The apparatus is an alley with two distinct compartments of the
same size (30 x 30x 30 cm), separated by a guillotine door. The
safe compartment had walls and lid of red-colored acrylic with
a floor of stainless steel bars (6 mm in diameter, separated by
9 mm); it was illuminated by a 10W light bulb located in the cen-
ter of its lid. The other non-illuminated compartment had front
and back walls and floor made of stainless steel plates with its end
walls and lid constructed of red-colored acrylic. The walls and
floor were shaped as a trough, 20 cm wide at the top and 8 cm
wide at the bottom. In the middle of the floor, a 1.5 cm slot sepa-
rated the two stainless steel plates that make up the walls and floor.
When in this compartment, the rats were in contact with both
plates through which foot-shock was delivered. The apparatus
was cleansed with 10% alcohol and rinsed with tap water before
and after each rat occupied it. A square-pulse stimulator (Grass
model No. S-48), in series with a constant current unit (Grass
model No. CCU-1A) generated the foot-shock. Shock delivery
and measurement of latencies to cross from one compartment
to the other one were accomplished by use of automated equip-
ment. The apparatus was located inside a dark, sound-proof room
provided with background masking noise.

HANDLING
Before the behavioral experiments began each animal was han-
dled by the experimenter. This consisted of gently touching and

holding the rat with both hands using gloves for approximately
5min for 3 consecutive days. All behavioral observations were
carried out between 9:00 h and 13:00 h.

TRAINING AND EXTINCTION TESTING

On the day of training each animal was put inside the safe com-
partment; 10 later the door dividing the two compartments was
opened and the latency to cross to the other compartment was
measured (training latency). When the animals crossed to this
compartment the door was closed and a foot-shock (a train of
50 ms square pulses at 10 Hz) of 1.0, 2.0, or 3.0 mA was delivered.
Five seconds later the door was reopened allowing the animal to
escape to the safe compartment and the stimulator was turned
off; this latency was also measured (escape latency). After 30s in
the safe compartment the animals were put back in their home
cages. Starting 24 h after training, extinction of the task was mea-
sured on six consecutive days. To this end, the same procedure
of training was followed except that the foot-shock was omitted;
if the animal did not cross to the second compartment within
600 s a retention latency score of 600 was assigned and the ses-
sion ended. After the last extinction session, four animals from
each group were randomly selected to perform the histological
analyses described below. Two control groups were added: one of
them was subjected to the same training procedure, except that
the foot-shock was not administered (0 mA group; # = 3). In the
case of this group, once they had crossed to the darker compart-
ment, the door was re-opened after 5s, and if they did not return
to the safe compartment within an additional 5 s, they were gently
pushed back into it. Twenty-four hours later, and for six con-
secutive days, latency to enter the dark compartment was also
measured. The animals of the second control group (n = 3) were
kept under identical living conditions as those of the animals used
for the behavioral study, but they never left the bioterium, except
for sacrificing (Bio group).

RAPID GOLGI IMPREGNATION

Right after the sixth test of extinction the selected animals that
had been trained, together with those of the 0 mA and Bio groups,
were anesthetized with xylazine/ketamine and perfused transcar-
dially with a buffered solution of 10% formalin (pH 7.4). After
24 h the brains were removed from the skull, and one 4 mm
block containing the dorsal hippocampus (Bregma —2.8 to —4.2;
Paxinos and Watson, 2005) was obtained from each animal. Each
block of hippocampus was impregnated using the rapid Golgi
technique, as modified by Diaz-Cintra et al. (1981). After 12 days,
each block was transferred to a solution of 0.75% silver nitrate in
double-distilled water for 12 h, washed in 50% alcohol, embedded
in low-viscosity nitrocellulose, and cut along the frontal plane at
a thickness of 120 pwm. Each section was collected in 70% alcohol,
dehydrated, and mounted in Entellan medium. Each slide had
16 sections of dorsal hippocampus and was assigned a random
number to ensure that observers were blind to the experimental
conditions.

MORPHOMETRIC ANALYSIS
Dendritic spine counts were performed on five complete, well-
impregnated neurons of the CAl dorsal hippocampus of each
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rat. This analysis was carried out with an Optiphot-2 Nikon
microscope using a 100x objective (Plan-Apochromat, NA 0.8)
and an optically calibrated reticule on the ocular 10x eyepiece.
Photomicrographs were assembled from images obtained at dif-
ferent focal planes and reconstructed using Helicon Focus 5.1
software (LTD 2010).

The apical dendrites were divided into proximal, medial, and
distal segments, where commissural, Schaffer collaterals, and per-
forant path fibers arrive, respectively (Amaral and Witter, 1989;
Yeckel and Berger, 1990; Dudman et al., 2007). We counted
the number of spines along a length of 25pum of three sec-
ondary branches of each segment. Thus, three counts per segment
were obtained from each neuron. We chose to analyze secondary
branches, and not the main dendritic shaft, because the proximal
segment of the main apical dendrite is devoid of spines within the
first 100 wm from the soma (Megias et al., 2001; present inspec-
tion), and, obviously, no meaningful comparisons could have
been made if the proximal segment of the main dendrite would
have been taken into account. Dendritic spine density was calcu-
lated as the number of dendritic spines divided by the 25 um of
the dendritic branch that was analyzed.

STATISTICAL ANALYSES

Because the measurement of retention was truncated at 600s,
nonparametric statistics were used in analyzing the behavioral
results. Independent Kruskal-Wallis analyses of variance were
computed for acquisition and escape latencies, and for retention
latencies of each of the extinction sessions. When appropriate, the
Mann-Whitney U-test was used to make comparisons between
any two groups.

Independent One-Way ANOVAs were used to analyse spine
density in each of the three segments of the apical dendrite. This
was done because their different innervations (proximal, medial,
and distal segments receive commissural, Schaffer collaterals and
perforant path fibers, respectively) indicates that these segments
are not homogenous neuronal elements but, rather, independent
functional compartments. When the F-ratios were significant,
Duncan’s Multiple Range Test was used to determine potential
statistical differences of pair-wise comparisons.

RESULTS
BEHAVIOR
Training and escape latencies. The Kruskal-Wallis test revealed
that there were no significant differences among the groups
regarding training latencies (H(3) = 6.354, p = 0.096). Median
training latencies of the 0.0, 1.0, 2.0, and 3.0 mA groups were:
13.0, 24.56, 18.13, and 23.1s, respectively. Because the “escape”
latency of the 0 mA group was not shock-motivated, in every rat
this latency was higher than the median escape latency of the foot-
shocked groups, as expected; for this reason only the 1.0, 2.0,
and 3.0 mA groups were included in the Kruskal-Wallis analy-
sis of escape latencies, which yielded non-significant differenced
among them (H(2) = 0.467, p = 0.792). Escape latencies of the
latter groups were: 1.8, 2.2, and 2.1 s, respectively.

Figure 1 depicts the retention of the IA behavior of each group
during the 6 days of extinction. A very clear differential pattern of
resistance to extinction was produced by the various foot-shock
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FIGURE 1 | Median retention latencies across the daily extinction
sessions (EXT1-EXT6) displayed by the groups that had been trained
in inhibitory avoidance with 1.0, 2.0, or 3.0 mA. Also shown is the
step-through latency of the 0 mA (control) group. On every extinction
session retention scores of each group differed significantly from the
latency scores of the other groups, except for the two points within the
open circles.

intensities used during training. The Kruskal-Wallis test revealed
that there were highly significant differences among the groups
on each of the six extinction sessions (p’s < 0.001 for each ses-
sion). As anticipated, the median latency scores of the 0 mA group
were very low, always below 15s, and they differed from those
of the other groups in each session (p’s ranging from 0.05 to
0.0001). At the other end, the 3.0 mA group displayed near per-
fect retention latencies on the first five extinction sessions, and a
very high score on the sixth session, well above the other groups.
Except for the first session, where its retention score did not differ
from that of the 2.0 mA group, the 3.0 mA group had a signifi-
cantly higher retention score than the other groups (p’s ranging
from 0.01 to 0.0001) across the six sessions. The score of the
2.0mA group was significantly higher than that of the 1.0 mA
group through the first five sessions (p’s between 0.05 and 0.01),
and in the sixth session, their performances were quite similar
(p = 0.684).

HISTOLOGY

Figure 2 shows an example of a Golgi-stained pyramidal neuron,
and magnified distal, middle and proximal segments where the
number of spines was tallied along a length of 25 pm. The statisti-
cal analyses revealed that there were highly significant differences
in spine density among the groups in the proximal (F(4,266) =
9.635, p = 0.0001), medial (F(4,266) = 26.978, p = 0.0001), and
distal (F(4,266) = 20.245, p = 0.0001) segments. The Duncan’s
Multiple Range Test showed that there were no significant differ-
ences in spine density between the Bio and the 0 mA groups in
any of the segments (Figure 3). Regarding the proximal segment,
spine density of the Bio and the 0 mA groups was significantly
higher than that of the 1.0, 2.0, and 3.0 mA groups; spine den-
sity was not significantly different among the latter three groups.
In the medial segment, the Bio and the 0 mA groups also had a
higher spine density than the 1.0, 2.0, and 3.0 mA groups; in turn,
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S

FIGURE 2 | Representative example of CA1 pyramidal cells stained
with the rapid-Golgi technique (middle figure), and a camera lucida
drawing of it (left figure). Insets on the right hand side show enlarged
images of distal (D), medial (M), and proximal (P) segments of the apical
dendrite. Dendritic spines could be easily seen in each image with
examination at different focal planes. Scale bars: middle figure

(20x) = 100 um; insets (100x) = 25 um.
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FIGURE 3 | Mean spine density values (spines per micrometer) in each
of the three segments of the CA1 apical dendrite, found after six
extinction sessions of animals trained in inhibitory avoidance with 0,
1.0, 2.0, or 3.0mA, and of a control group that never left the bioterium,
except for sacrificing (Bio). Solid lines over bars represent significant
differences (p < 0.001) as compared to Bio and 0 mA groups; broken lines
over bars represent significant differences (p < 0.001) as compared to the
3.0 mA group.

the 3.0 mA group showed a higher spine density than the 1.0 and
2.0mA groups. Finally, in the distal segment, no significant dif-
ferences among the Bio, 0 mA, and 3.0 mA groups were found;
each of these groups differed significantly from the 1.0 and 2.0 mA
groups.

Percent change in spine density, relative to the Bio control
group is depicted in Figure4. It can be clearly seen the spine
pruning in the three segments of the apical CA1 dendrite of all the
trained groups, except that the high foot-shock group maintained
normal spine density in the distal segment.
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FIGURE 4 | Effects of intensity of inhibitory avoidance training on
percentage changes in spine density found after six extinction
sessions, normalized to the BIO control group, in each of the three
segments of the apical dendrites of neurons of the CA1 dorsal
hippocampus of the rat.

DISCUSSION

This is the first study, to our knowledge, to examine spine plastic-
ity in the hippocampus after a procedure of extinction.

Two main results were obtained. First, as expected, the higher
foot-shock intensity induced better learning, i. e., the 3.0 mA
group showed significantly higher resistance to extinction, as it
performed better than the other groups on the extinction sessions.

The second main finding was that extinction produced prun-
ing of spines in the three segments of the apical dendrite in the
groups that had been trained with the lower foot-shock intensi-
ties (1.0 and 2.0 mA). Just as interesting was the observation that
animals submitted to an enhanced learning experience (3.0 mA
group), which produced higher resistance to extinction, showed
different spine densities along the length of the apical dendrite:
there was pruning in the proximal segment, as was the case for
the lower foot-shock groups, a significant increase in spine den-
sity in the medial segment, and a spine density that was as high as
that of the control groups in the distal segment.

The reduction in spine numbers after extinction was not
simply due to exposure to the experimental context nor to habit-
uation to it; this inference can be made because such a reduction
in spines was not observed in the group that was “trained” with
0 mA and exposed to the same context for the same number of
sessions as the trained, foot-shocked groups.

The presumption that synaptic changes underlie memory stor-
age is not new. On the first half of the twentieth century Pavlov
(1927) and Konorski (1948) postulated that conditioning was a
form of learning different from that engaged in extinction but
that, nonetheless, these two learning processes were associated
with the making of new synaptic connections. There is a good deal
of experimental support for the notion that learning is associated
to genesis of dendritic spines (Rusakov et al., 1997; O’Malley et al.,
1998, 2000; Leuner et al., 2003; Marrone, 2007), but it is difficult
to find reports dealing with spine dynamics and extinction.

Our results point to one probable mechanism of extinc-
tion and of the protective effect of enhanced learning against
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interference with long-term memory formation. It was quite clear
that those groups that actually showed extinction (1.0 and 2.0 mA
groups; Figure1) also presented a significant degree of spine
pruning along the three segments of the CA1 apical dendrites
(Figure 3). In this case, the plastic change induced by extinction
was in the form of a reduction of synaptic contacts in the api-
cal dendrite, as can be implied by the reduction of spines, and
suggests that extinction is linked to a decrement in excitatory
inputs at the postsynaptic site. This finding goes counter to the
hypotheses proposed by Pavlov (1927) and Konorski (1948), and
clearly shows that the mechanisms underlying the new learned
response (extinction) are quite different from that those mediat-
ing the original learning of the IA response, where spine density
has been found to increase significantly (O’Malley et al., 1998).

On the other hand, the group that was trained with the high-
est foot-shock intensity (3.0 mA), showed perfect retention of the
conditioned response through the first four sessions of extinc-
tion, and it was on the fifth session that this response only begun
to decline. Thus, it is obvious that the behavior of this group
reflected the effects of enhanced training. This heightened resis-
tance to extinction was accompanied by a differential pattern of
spine modifications through the length of the CA1 apical dendrite
(Figure 4). Just as in the case of training with the lower foot-
shock intensities, this group showed pruning in the proximal and
medial segments of the apical dendrite. However, in the distal seg-
ment spine count was not different from the control groups. This
interesting result may indicate that the maintenance of the condi-
tioned response of this group, in spite of having been submitted
to the process of extinction, may be due, at least in part, to the
maintenance of synaptic connections mediated by these dendritic
spines. The main afferent fibers of the distal segment of the apical
dendrite, the perforant path, arise from the multimodal entorhi-
nal cortex. It is tempting to speculate that this pathway conveys
excitatory signals produced by the enhanced learning conditions,
thus halting the natural pruning induced by the extinction of the
conditioned response.

In a recent and stimulating article, Vetere et al. (2011) studied
dendritic spine dynamics after long-term retention of contextual
fear conditioning. A significant increase in the density and size
of spines was found in the apical dendrites of the anterior cin-
gulated and infralimbic cortices. Interestingly, after extinction of
the conditioned response spine density returned to baseline but
the proportion of large spines did not in the anterior cingulated
cortex; the opposite outcome was seen in the infralimbic cor-
tex. These authors concluded that fluctuations in spine density
and spine shape occur in cortical regions during both the for-
mation and the extinction of contextual fear memories. On the
other hand, we found that extinction was accompanied by prun-
ing of dendritic spines along the length of the apical dendrites
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Intense Aversive Training Protects Memory From the Amnestic
Effects of Hippocampal Inactivation

Maria E. Garin—Ag_;uﬂar,1 Andrea C. Medina,? Gina L. Quirarte,? James L. McGaugh,3 and
Roberto A. Prado-Alcala®*

ABSTRACT: There is extensive evidence that amnestic treatments
are less effective, or ineffective when administered to subjects that
have been overtrained or subjected to high foot-shock intensities in
aversively motivated learning. This protective effect has been found
with a variety of learning tasks and with treatments that disrupt
activity in several regions of the brain, including the hippocampus,
amygdala, striatum, and substantia nigra. Such findings have been
interpreted as suggesting that the brain regions disrupted are not
critical sites for the memory processes induced by these types of
training. In most experiments investigating this issue the amnestic
treatments were administered after training. Thus, it might be less
amnesia was induced because the training accelerated memory con-
solidation and, thus, the maximum effect of the amnestic treatment
occurred after memory of the learning experience was consolidated.
This study investigated this issue by inactivating the hippocampus of
rats bilaterally with tetrodotoxin (TTX) (10 ng/side) 30 min before
one-trial inhibitory avoidance training using relatively low (1.0 mA),
medium (2.0 mA), or high (3.0 mA) foot-shock intensities. Retention
of the task was measured 48 h after training. TTX produced a
profound retention deficit, a mild deficit, and no deficit at all in the
1.0, 2.0, and 3.0 mA groups, respectively. These data confirm the
protective effect of training with relatively high foot-shock intensity
against experimentally induced amnesia, and suggests that this
protection is not due to accelerated consolidation. Rather, the find-
ings suggest that strong training activates brain systems other than
those typically involved in mediating memory consolidation. © 2013
Wiley Periodicals, Inc.
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INTRODUCTION

The concept of memory consolidation first pro-
posed over a century ago by Miiller and Pilzecker
(1900), has guided, directly or indirectly, most of the
rescarch on the mechanisms of memory. Simply
stated, consolidation refers to the time-dependent
processes by which the information derived from a
learning experience can be transferred from a short-
term, labile store to a long-term stable memory store.
A great deal of experimental data has given strong
support to this hypothesis as it has consistently been
found that interference with brain activity shortly after
a learning experience produces incapacity to remem-
ber that experience, but increasing the interval
between learning and such interference allows for bet-
ter memory. The lack of effect on memory when
treatments that affect brain functioning is adminis-
tered several hours after learning is taken as evidence
of memory consolidation (McGaugh, 1966; McGaugh
and Herz, 1972; Weingartner and Parker, 1984; Lech-
ner et al., 1999; McGaugh, 2000).

Most of the evidence supporting the consolidation
theory has been provided by experiments in which
subjects are trained to perform a task after a relatively
small number of trials or training sessions, or are sub-
jected to relatively low levels of aversive stimulation.
Although amnestic influences have been rarely studied
in experiments using intensive training, the available
findings have consistently indicated that amnestic
treatments become ineffective or less effective when
animals are extensively trained or given relatively high
intensities of foot-shock for training (Prado-Alcald
et al., 2012). This effect has been observed after sys-
temic administration of amnestic treatments (Durdn-
1990; Cruz-Morales et al., 1992;
Solana-Figueroa et al, 2002; Diaz-Trujillo et al.,
2009) as well as localized treatments affecting the
striatum (STR), amygdala (AMY), substantia nigra
(SN), and hippocampus, among other cerebral struc-
tures (Thatcher and Kimble, 1966; Prado-Alcala and
Cobos-Zapiain, 1977, 1979; Prado-Alcald et al,
1980; Parent et al., 1992, 1994; Cobos-Zapiain et al.,
1996; Lazaro-Munoz et al., 2010). Such findings have
been interpreted as suggesting that the affected struc-
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tures are not critical sites for the changes mediating



associations based on overtraining or strong aversive stimula-
tion, which engages other brain regions subserving memory
processing.

Most studies investigating this issue have used post-training
administration of amnestic treatments (for a recent review see
Prado-Alcald et al., 2012). Thus, the treatments may not have
produced amnesia because overtraining or training with relatively
high aversive stimulation may have accelerated consolidation.
Thus, the maximal effects of the pharmacologic agents may have
occurred after consolidation was largely completed. The possibil-
ity of experimentally induced acceleration of consolidation was
first proposed by Bivens and Ray (1966). They reported that
rats injected with low doses of strychnine before inhibitory
avoidance (IA) training and given electroconvulsive shocks
shortly after training had better retention than that of saline-
injected controls when tested 24 h later. These findings were
interpreted as indicating that strychnine accelerated consolida-
tion. This novel idea received further support by the finding
that immediate post-training inactivation of the basolateral
nucleus of the AMY produced a significant impairment of one-
trial TA memory produced by either low or high footshock
intensities. However, when the inactivation was delayed 6 h the
retention deficit was still evident in the low footshock group but
not in the high footshock group. The findings suggested that
the more intense stimulation produced by the higher footshock
may have accelerated the consolidation process and thus
decreased the duration of basolateral AMY involvement in the
retention of IA learning (Parent and McGaugh, 1994).

The IA task and other learning tasks that entail the use of
spatial/contextual cues are hippocampus-dependent (Jarrard,
1993; lzquierdo and Medina, 1997; Eichenbaum, 2004;
Izquierdo et al., 2008). Impairment of IA memory can be pro-
duced by a variety of treatments administered before or immedi-
ately after training or before retention testing; such treatments
include lesions, temporary inactivation and administration of
drugs that interfere with hippocampal synaptic activity and met-
abolic cascades necessary for memory consolidation (Ambrogi
Lorenzini et al., 1996; Stubley-Weatherly et al., 1996; Izquierdo
and Medina, 1997; Martinez et al., 2002; Quiroz et al., 2003).

Other research has shown that increasing the magnitude of
aversive stimulation used during IA training attenuates the
amnestic effect usually produced by post-training inactivation
of the hippocampus (Quiroz et al., 2003), suggesting that a
functioning hippocampus is not essential for the consolidation
of intensely emotional information. The recruitment of other
brain systems appears to enable the storage of such information
(Ambrogi Lorenzini et al., 1999). This interpretation may
also provide an explanation of the finding that extensive
training attenuates the amnestic effects of treatments adminis-
tered shortly after training into the AMY, SN, and STR
(Salado-Castillo et al., 2011; Prado-Alcald et al., 2012).

Although there is evidence suggesting that training with high
intensities of foot-shock protects memory from treatments that
disrupt the functioning of several brain systems involved in
memory consolidation, it is not established that the protective
effect is due to accelerated consolidation. These experiments
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examined this issue by administering the amnestic treatment
prior to training, using tetrodotoxin (TTX) which inactivated
the hippocampus during training and for a period after training
during which consolidation would normally occur. Thus, there
was no period of hippocampal activity during or after learning
and an interpretation concerning post-training activity of the
hippocampus involved in consolidation could be excluded.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

The experimental protocols reported in this article were car-
ried out following the National Institute of Health Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals, and were approved
by the Ethics Committee of the Instituto de Neurobiologia,
Universidad Nacional Auténoma de México.

The subjects were male Wistar rats (250-350 g) obtained
from the colony maintained at the Instituto de Neurobiologia.
They were housed individually in acrylic cages in a room with
12 h of artificial light beginning at 7:00 a.m. Food and water
were always available. The temperature of the various rooms in
which they were reared and maintained was 23 * 1°C.

Surgical Procedures

The rats were anesthetized with sodium pentobarbital (50
mg/kg, ip), received atropine sulphate (1 mg/kg, ip) and posi-
tioned in a stereotaxic instrument (Stoelting, IL). Stainless steel
guide cannulae (23-gauge) were bilaterally implanted into the
dorsal hippocampus (AP = —4.1, L = 2.5, V = 3.1 below
skull surface); the nose bar was set at —3.3 mm from the inter-
aural line (Paxinos and Watson, 2007). The cannulae were
affixed to the skull using two screws and dental acrylic, and a
stylet was inserted in each cannula and retained there at all
times except during the injections. Immediately after surgery,
the animals received an intramuscular injection of penicillin
(6,000 units) and were allowed 7 days to recover from surgical
procedures before initiation of training.

Behavioral Procedures
Inhibitory avoidance

Training and testing were carried out in a conditioning box
with two distinct compartments of the same size (30 cm X 30
cm X 30 cm), separated by a guillotine door. The safe com-
partment had walls and lid of red-colored acrylic with a floor
of stainless steel bars (6 mm in diameter, separated by 9 mm);
it was illuminated by a 10 W light bulb located in the center
of its lid. The other non-illuminated compartment had front
and back walls and floor made of stainless steel plates with its
end walls and lid constructed of red-colored acrylic. The walls
and floor were shaped as a trough, 20-cm wide at the top and
8-cm wide at the bottom. In the middle of the floor, a 1.5 cm
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slot separated the two stainless steel plates that make up the
walls and floor. When in this compartment, the rats were in
contact with both plates through which foot-shock was deliv-
ered. The apparatus was cleansed with 10% alcohol and rinsed
with tap water before and after each rat occupied it. A square-
pulse stimulator (Grass model No. $-48), in series with a con-
stant current unit (Grass model No. CCU-1A) generated the
foot-shock. Shock delivery and measurement of latencies to
cross from one compartment to the other one were accom-
plished by use of automated equipment. The apparatus was
located inside a dark, sound-proof room provided with back-
ground masking noise.

On the day of training each animal was put inside the safe
compartment; 10 s later the door dividing the two compart-
ments was opened and the latency to cross to the other com-
partment was measured (training latency). When the animals
crossed to this compartment the door was closed and the stim-
ulator was turned on (shock parameters: a train of 50 ms
square pulses at 10 Hz, of 1.0, 2.0, or 3.0 mA); five s after
shock onset the door was reopened allowing the animal to
escape to the safe compartment and the stimulator was turned
off; this latency was also measured (escape latency). After 30 s
in the safe compartment the animals were put back in their
home cages. Forty-eight hours later, during the retention test,
the same procedure was followed except that the foot-shock
was not delivered; if the animal did not cross to the second
compartment within 600 s a retention latency score of 600 was
assigned and the session ended.

Motor activity after inhibitory avoidance training

To discern if a high latency score shortly after training repre-
sents good short-term memory of IA (Experiment 3), it was
necessary to discard the possibility that a high latency simply
reflects a generalized fear response that inhibits motor behavior
(freezing) produced by the foot-shock shortly after training. To
this end, the motor behavior inside the safe compartment of
the TA conditioning box was video-taped, and the duration of
horizontal displacements, frequency of rearing, and total time
of rearing were measured during 10 min, 30 min after training
by two expert observers after the video sessions. The transpar-
ent guillotine door was shut, but the animals were able to see
the shock compartment through it.

Spontaneous motor activity and habituation

Spontaneous motor activity was recorded in a four-cage
(42 cm X 42 cm X 36 cm) automated VersaMax System
(AccuScan Instruments, INC., Columbus, OH). Animal activ-
ity was measured via a grid of infrared light beams. Sixteen
equally spaced beams traverse each animal cage from front to
back, and an equal number of beams traverse the same cage
from left to right, 2.5 cm above the floor. The body of the ani-
mal placed in the VersaMax monitor causes some of these
beams to be interrupted, thus revealing its position in the X-Y
planes. Motor activity was inferred from the counts obtained
from beam crossings grouped into 5 min bins within the 1-h

Hippocampus

sessions; two sessions were given, 48 h apart. Recording motor
activity through the 1-h sessions also permitted studying the
effects of hippocampal inactivation on habituation learning.

Handling

Before the behavioral experiments began each animal was
handled by the experimenter. This consisted of gently touching
and holding the rat with both hands using gloves for approxi-
mately 5 min for three consecutive days. All behavioral obser-
vations were carried out between 9:00 h and 13:00 h.

Microinjection Procedure

The involvement of many brain regions, including the hippo-
campus, in memory processes has been confirmed with the use
of TTX infusions (e.g., Ambrogi Lorenzini et al., 1996, 1999;
Quiroz et al., 2003). This drug reversibly blocks voltage-
dependent sodium channels, thus impeding the initation and
propagation of action potentials (Choudhary et al., 2003). We
have shown that infusions of TTX (10 ng/1 pL) into the dorsal
hippocampus impair neural activity, as measured by a decrease
of kainic acid-induced c-fos activation, which is evident for at
least during the first 90 min after injection. C-fos expression
returns to control levels within 48 h after the TTX injection.
The inactivation extended 2.5 mm across the longitudinal axis
of the DH (Quiroz et al., 2003). Other research has shown that
the maximal effect of TTX is reached at 25 min after injection
into the Eddinger-Wetsfall nucleus (Zhuravin and Bures, 1991),
and it suppresses neuronal activity for about 24 h (Zhuravin
and Bures, 1991; Boehnke and Rasmusson, 2001).

Because the maximal inactivating effect of TTX is achieved
25 min after injection, and because it has been estimated that
the involvement of the dorsal hippocampus in memory consoli-
dation lasts less than 90 min in the case of IA learning
(Ambrogi Lorenzini et al.,1996), the bilateral infusions of TTX
(Sigma, C,;H;7N305g, T8024; 10 ng/hemisphere, dissolved in
1 pL of isotonic saline) were made 30 min before training,
through 30-gauge injection needles connected to a Hamilton
microsyringe by polyethylene tubing. The injection needles
were inserted into the guide cannulae and protruded 0.5 mm
beyond the tip of the cannulae. The infusion rate was
1 pL/min and was controlled by an automated microinfusion
pump (WPI, model 220i). Control rats were microinjected
with isotonic saline solution, which was used as vehicle (VEH;
1 pL/hemisphere) for dissolving the TTX. At the end of the
infusion, the injection needles remained inside the guide can-
nulae for 60 s to minimize backflow. The injection procedure
was carried out in a different room from that in which training
and testing took place.

Histological Procedures

Upon completion of testing, all rats were anesthetized and
perfused, intracardially, with isotonic saline followed by a 10%
formalin solution (FS), their brains removed and post-fixed with
a 10% FS for 2 days, at which time the solution was replaced
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Coronal sections illustrating the distribution of bilateral cannula tips in the

dorsal hippocampus, ranging from —3.36 to —4.68 mm relative to Bregma. The number of
placements shown is less than actual number of implanted cannulae because of overlapping

sites. Redrawn from Paxinos and Watson (2007).

with a 10% FS-30% sucrose solution until sectioning. Sections
(50-pm thick) were cut on a cryostat and stained with cresyl-
violet. The sections were examined under a light microscope,
and the location of the injection needle tips was determined.

The histological analysis revealed that in two to three ani-
mals per group one or both injection needle tips were not
located in the intended target sites. These animals’ data were
not included in the statistical analyses. Final sample size was
8-14 rats per group. Figure 1 depicts the location of injector
tips within the hippocampus in the rats of this study.

Statistics

Because the measurement of retention of IA and of the
duration of horizontal displacements was truncated at 600 s,
nonparametric statistics were used in analysing the results.
Independent Kruskal-Wallis analyses of variance were com-
puted for training, escape, and retention latencies, as well as on
duration of horizontal displacement, frequency of rearing, and
total time of rearing. When appropriate, the Mann-Whitney U
test was used to make comparisons between any two groups. A
two-way analysis of variance with repeated measures on one
factor was computed for data derived from measurements of
spontaneous motor activity and habituation.

Experiment 1. Protective Effect of Intense
Training Against Intra-Hippocampal
TTX-Induced Amnesia

In prior studies using exactly the same training procedures as
in this work, we found that training with 3.0 mA produces
strong resistance to extinction while training with 2.0 mA indu-

ces lower resistance, and 1.0 mA produces the least resistance to
extinction. These results allowed to operationally defining high,
medium, and low level of training (Garin-Aguilar et al., 2012).
We further found that post-training lidocaine infusion into the
SN, STR, or AMY produced strong amnesia in animals trained
in TA with 1.0 mA, but training with 2.0 mA protected memory
in animals infused with lidocaine into the SN, but not in those
infused into the STR, or AMY, and lidocaine was totally ineffec-
tive in altering memory when training was conducted with 3.0
mA, regardless of infusion site (Salado-Castillo et al., 2011).
After we determined that in our experimental conditions 3.0
mA effectively induced stronger IA learning than 1.0 and 2.0
mA, we proceeded to test the hypothesis that enhanced learn-
ing protects memory against the typical amnestic effects of
intrahippocampal TTX, even when training takes place under
the inactivating influence of the drug. It was previously
reported that post-training TTX infusion into the hippocam-
pus did not disturb memory consolidation of IA trained with a
relatively high foot-shock, but did so when a lower intensity
was used (Quiroz et al., 2003). Since there was a time gap
between training and administration of the TTX, and since it
takes about 25 min to achieve its maximal blocking effect, it is
possible that the protective effect seen after training with the
highest foot-shock intensity was due to an acceleration of
the consolidation process, which could have taken place during
the time needed to reach the maximal effect of the drug (about
25 min). To test this possibility, we microinjected the TTX 30
min before training. In this manner, the time gap mentioned
above was reduced to zero, because the hippocampal blockade
would be in effect during the training, and would remain
beyond the time needed for normal consolidation of IA

(Ambrogi Lorenzini et al., 1996, 1999). Thus, if the animals
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showed a retention deficiency when tested 48 h later, the
hypothesis of rapid consolidation would receive strong support.
On the other hand, if no such deficiency were found, then a
different interpretation of the results would be in order.

Experimental design

Three groups of rats were trained with either 1.0, 2.0, or 3.0
mA. An additional group was studied; it was subjected to the
same training procedure, except that the foot-shock was not
administered (0 mA group). In the case of this group, once they
had crossed to the darker compartment, the door was re-opened
after 5 s, and the latency to return to the safe compartment was
computed. Thirty minutes before training half the groups was
microinjected with VEH, while the other half was microinjected
with TTX. Retention latencies were recorded 48 h afterwards.

Behavioral Results

There were no significant differences in training latencies
among the VEH groups [H(3) = 6.32, P > 0.05], nor among
the TTX groups [H(3) = 3.03, P > 0.05]. In the case of
escape latencies, highly significant differences became evident
in both the VEH and TTX groups [H(3) = 19.54, P <
0.0005, and H(3) = 25.48, P < 0.00001, respectively].
Regarding the VEH treated groups, the post-hoc Mann-Whit-
ney U test demonstrated that the 0 mA group had significantly
higher escape scores than each of the other groups (P$ ranging
from 0.001 to 0.0005), while escape latencies did not differ
among the foot-shocked groups. A similar picture emerged
when pair wise comparisons were made for the escape latencies
of the TTX groups: the 0 mA group showed higher latencies
that the rest of the groups (P < 0.0005 for each comparison),
and no significant differences were found among the foot-
shocked groups. Figure 2 shows these results.

As depicted in Figure 2, highly significant differences were
evident when comparing retention scores among the VEH
groups [H(3) = 25.92, P < 0.0001]. The U tests revealed that
there were statistical differences between the 0 mA group and
the rest of the groups (P < 0.001 for each comparison); the 1.0
and the 3.0 mA groups also differed significantly (P < 0.005).

There were also highly significant differences in retention among
the groups that had been microinjected with TTX [H(3) =
25.4, P < 0.0001]; post-hoc U tests indicated that the 0 and the
1.0 mA groups had significantly lower latencies than the 2.0 and
3.0 mA groups (P < 0.001 for each comparison), and that the lat-
ter two groups also differed significantly from each other (P <
0.05). Simple paired comparisons (U test) showed that relative to
their corresponding VEH-controls, both the 1.0 and 2.0 TTX
groups showed significant retention deficits (2 < 0.0005 and 0.05,
respectively) while the 0 and the 3.0 mA TTX groups did not differ

from their control groups.

Experiment 2. A Test for State-Dependency

Because in Experiment 1 the TTX was administered before
training, and retention was measured 48 h afterwards, it might
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FIGURE 2. Median retention scores (with interquartile range)

of groups of rats trained in one-trial IA and injected 30 min
before training, with either VEH solution or TTX into the dorsal
hippocampus. (A) The TTX and VEH groups displayed similar
training latencies, regardless of foot-shock intensity used during
training. (B) The TTX and VEH groups that were trained with 0
mA had escape latencies significantly higher than those of the
TTX and VEH shocked groups, respectively. There were no signifi-
cant differences in escape latencies among the groups of rats that
had been trained with 1.0, 2.0, or 3.0 mA. *P < 0.001 vs. the 1.0,
2.0, and 3.0 mA VEH groups; #P < 0.001 vs. the 1.0, 2.0, and 3.0
mA TTX groups. (C) TTX produced a greater retention deficit
when training was carried out with 1.0 mA than when training
was carried out with 2.0 mA. TTX was totally ineffective in alter-
ing memory when training was conducted with 3.0 mA. The VEH
and TTX groups that did not receive foot-shocks did not show
retention of the task. *P < 0.05; **P < 0.001 relative to its control

group.
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FIGURE 3. Median retention scores (with interquartile range)
of groups of rats trained in one-trial IA, with 1.0 mA, and injected
30 min before training and 30 min before retention testing, with
either isotonic vehicle solution (VEH-VEH) or TTX (TTX-TTX)
into the dorsal hippocampus. No significant differences in training
(A) or escape (B) latencies between the VEH and TTX groups
were found. TTX produced a significant retention deficit which
indicates that the poor performance was not due to state-
dependency (C). *P < 0.005 relative to the VEH control group.

be argued that the detrimental effects on performance were due
to a state-dependent effect and not to disturbance of learning
or memory processes. Therefore, in Experiment 2 we investi-
gated the effects of TTX microinjected both before training
and before the test of retention; the results indicated that the
deficits observed are not due to state-dependency.

Experimental design

Two groups of rats, trained with 1.0 mA were studied. They
received two bilateral microinjections of either VEH (group
VEH-VEH) or TTX (group TTX-TTX): one at 30 min before
training and the other one at 30 min before the test of
retention.

Behavioral results

As in the previous Experiments, no statistical differences in
training (P > 0.97) and escape (P > 0.08) latencies between
the groups were found, but a significant retention deficit was
produced by the infusion of TTX 30 min before both the
training and retention sessions (P < 0.001; Fig. 3).

Experiment 3. Effect of TTX on Short-Term
Memory

The previous experiments of this study clearly indicated that
pre-training intrahippocampal TTX produced a retention defi-
cit that was not due to state-dependency, and that training
with a relatively strong aversive stimulation protected memory
against the typical amnestic effect of TTX. It remained to be
established whether the amnestic effect of TTX had been pro-
duced by interference with acquisition or with consolidation of
IA. This information was essential because it would shed light
on the important issue of whether training with a high foot-
shock exerts its protective effect on acquisition or on consolida-
tion processing. The logic behind this experiment was that if
pre-training TTX impeded acquisition (learning), then the ani-
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mals would not show any retention when tested shortly after
training. On the other hand, if these animals displayed good
retention shortly after training, but become amnestic when
tested long after training, then one could conclude that the
TTX impaired the consolidation process. Alternatively, a high
retention latency shown shortly after training might mean that
the foot-shock that was administered during IA training pro-
duces a generalized fear response that may reduce motor
activity.

Experimental design

Two groups of rats received intrahippocampal infusions of
TTX or VEH, 30 min before IA training with 1.0 mA. To test
whether TTX had produced its amnestic effect by interfering
with learning, a first retention test was conducted 30 min after
training; to test if the amnestic effect had interfered with con-
solidation, a second test was conducted 48 h after training.

To discard the possibility that a high retention score during
the short-term memory test might be produced simply because
the animals are immobilized as a fear response after the shock,
groups of implanted rats were injected with VEH 30 min
before training with 0, 1.0, or 3.0 mA and the duration of
horizontal displacements, frequency of rearing, and total time
of rearing displayed inside the safe compartment were meas-
ured during 10 min, 30 min after training by two expert
observers after the video sessions.

Because the objective of this experiment was only to assess
the effect of the foot-shocks on motor behavior, there was no
need to infuse TTX into the hippocampus; the administration
of VEH would control for any possible motor dysfunction that
might be produced by the implantation of cannulae and injec-
tion procedures.

Behavioral results

The Mann-Whitney U tests demonstrated that there were
no significant differences between the VEH and TTX groups
in training (P > 0.27) and escape (P > 0.88) latencies nor in
the 30 min (P > 0.7) retention session; by contrast, at 48 h
after training, a significant retention deficit was evident in the
TTX group (P < 0.001 relative to the VEH group), as
depicted in Figure 4.

Regarding the measurements of motor activity inside the IA
conditioning box, no significant differences were found among
the 0, 1.0, and 3.0 mA groups in horizontal displacement
[H(2) = 2.99, P > 0.20], frequency of rearing [H(2) = 1.44,
P > 0.50], nor in total time of rearing [H(2) = 1.26, P >
0.50]. The reliability between the two observers regarding the
measurements of these behaviors was higher than 95% (Fig. 5).

Experiment 4. Effects of TTX on Motor Activity
and Habituation

The statistical analyses indicated that training and escape
latencies in the previous three experiments were not different
among the various control and experimental groups. This was

Hippocampus
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FIGURE 4. Median retention scores (with interquartile range)

of groups of rats trained in one-trial IA, with 1.0 mA, and injected
30 min before training, with either isotonic VEH solution or TTX
into the dorsal hippocampus. No significant differences in training
(A) or escape (B) latencies between the VEH and TTX groups
were found. Retention was measured at 30 min and 48 h after
training. TTX did not produce deficiency of short-term (30 min
test) but significantly impaired long-term memory (48 h test) (C).
*P < 0.001 relative to the VEH control group.

taken as a sign of normal perceptual and motor activity neces-
sary to learn the IA task, regardless of the cognitive impair-
ments produced by the TTX. However, short-term memory
was investigated (Experiment 3) at 30 min post-training, (i.e.,
60 min after TTX administration) when the animals were still
under the influence of the TTX. Thus, the high retention
latency could have not necessarily reflected good short-term
memory, but instead a sign of akinesia, i.c., a failure to initiate
a movement when a movement is required.

Because the neurotoxic drug was administered before the
training of IA, it was also possible that the retention deficits
produced by the TTX observed 48 h after training might have
been due to proactive interference with retention performance,
and not to interference with memory processes. This experi-
ment had two purposes: (a) to determine the effects of TTX
on spontaneous motor activity at the time intervals comprising
those used to measure training and escape latencies, as well as
those measured at 30 min and 48 h post-training in the first
three experiments, and (b) to appraise the effect of hippocam-
pal blockade on motor habituation, a relatively simple type of

learning.
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Experimental design

Spontaneous motor activity was recorded in three groups of
rats: intact (unimplanted) and microinjected into the hippo-
campus with VEH or TTX. Thirty minutes after the microin-
jection cumulative motor activity was measured for an hour, at
5-min intervals. Forty-cight hours later, this activity was
recorded again (without microinjections).

Behavioral results

As depicted in Figure 6, on the first day of recording of
motor activity, the three groups of animals displayed very simi-
lar activity counts, being high at the beginning of the session,
and progressively diminishing, becoming practically zero at the
end of the session, 1 h later. A repeated measures two-way
ANOVA (treatment X time) revealed a significant time interval
effect [F(11,242) = 190.81, P < 0.0005], while the treatment
[F(2,22) = 0.69, P > 0.50] and the interaction [F(22, 242) =
0.79, P > 0.75] yielded no significant effects. The same was
true when motor activity was measured 48 h later, i. e., there
was a a significant time interval effect [F(11,242) = 138.94,
P < 0.0005], while the treatment [F(2,22) = 0.96, P > 0.40]
and the interaction [F(22, 242) = 1.03, P >0.43] yielded no
significant effects.

DISCUSSION

The main finding of this study was that increasing the inten-
sity of the IA training foot-shock decreases the memory deficits
produced by infusion of TTX into the dorsal hippocampus.
When a low foot-shock was used long-term memory was
highly impaired: the retention latency of the 1.0 mA TTX
group was not higher than its training latency. The retention
score of the 2.0 mA TTX group was significantly higher than
that of the 1.0 mA TTX group but lower than its own VEH
control group and that of the 3.0 mA groups. At the other
end, the 3.0 mA TTX group’s retention score was as high as
that of its VEH control group. The findings of the low-
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Median scores (with interquartile range) of duration of horizontal displacement

(A), frequency of rearing (B), and total duration of rearing (C), measured inside of the safe
compartment of the conditioning box 30 min after training. No significant differences were
found among the groups in any of these measurements. See text for details.

Hippocampus



PERSISTENT MEMORY AFTER HIPPOCAMPUS INACTIVATION 109

A B

- . —o— Intact
_ 5000 5000 A VEH
= ——TTX
£ 4000 4000 4
€
3
8 3000 3000 1
=
2 2000 - 2000 4
®
£ 1000 1000 A
=

0 T 0 T T ———¥
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Time (min) Time (min)
FIGURE 6. Cumulative spontaneous motor activity counts were measured at 5-min inter-

vals in a 60-min session in an intact group of rats, and 30 min after TTX or isotonic saline
solution (VEH) were infused into the dorsal hippocampus (A). A second session was pro-
grammed 48 h later (B). TTX did not produce any motor disturbances at the times when in
the previous experiments training and escape latencies, as well as when retention (at 30 min
and 48 h) latencies were recorded. All groups showed the same capacity of habituation.

intensity foot-shock groups are consistent with those of many
experimental studies reporting evidence that the hippocampus
is crucial for long-term memory of spatial/contextual learning
(Jarrard, 1993; Maren and Holt, 2000; White and Salinas,
2003; Eichenbaum, 2004; Izquierdo et al., 2008) and, more
specifically, for long-term memory of IA learning (Ambrogi
Lorenzini et al., 1996; Stubley-Wheatherly et al., 1996;
Izquierdo et al., 1997; Martinez et al.,, 2002, Martel et al,
2010). The protective effect of enhanced training of IA
reported here is also in agreement with earlier work showing
that post-training TTX administration to the hippocampus of
rats that had been trained with low-intensity foot-shocks
showed amnesia, as expected; however, those rats that had been
trained with a higher intensity displayed retention scores that
were as high as those of control rats (Quiroz et al., 2003). An
equivalent protective effect on memory has been described for
other tasks that are dependent, mainly, on the STR and cau-
date nucleus in rats and cats, respectively. Amnesia of lever
pressing for positive reinforcers is produced after temporary
inactivation of these structures by potassium chloride. Over-
training, however, totally overcomes this detrimental effect
(Prado-Alcal et al., 1979, 1980).

Even though the results of the Quiroz et al. study (2003) and
these results are equivalent, they differ from a conceptual and
methodological point of view. In the first case the drug was
administered immediately after training while in this study it was
administered 30 min before training took place. This procedural
difference allows for the important inference that the protective
effect of increased training is not due to an acceleration of the
consolidation process because with the pre-training injections the
animals were trained while the hippocampal activity was blocked.
If the protective effect against the amnestic effects of TTX seen
after its post-training administration had been due to accelerated
consolidation, then such protection should have been absent with
the pre-training injections for the reason that the animals were
trained while the hippocampal activity was blocked.

It is not clear how training with high-intensity foot-shocks
might act to enable memory despite inactivation of the dorsal
hippocampus. Some evidence suggests that intense training
significant
increase in mossy fiber terminals and synaptic density in the

may induce morphological reorganization. A
CA3 stratum oriens region was produced by three sessions
(overtraining) in the spatial version of the Morris water maze,
whereas no such changes were observed in rats with just one
training session (Ramirez-Amaya et al., 1999). Furthermore, it
was recently shown that when animals are trained in IA with a
relatively high foot-shock, there is a high resistance to extinc-
tion, and pruning of dendritic spines is seen in the proximal
and medial segments of the apical dendrite of the CAl field,
whereas the spine count in the distal dendrite remains normal.
After training with a relatively low foot-shock, behavioral
extinction ensues and pruning is evident in the three segments
of the apical dendrite. These results suggest that enhanced
training may protect against amnesic treatments by a mecha-
nism involving the maintenance of spines in the distal dendrite
of CAl (Garin-Aguilar et al., 2012).

There is substantial evidence indicating that multiple brain
areas are involved in the formation of memory of the IA task
(e.g., Ambrogi Lorenzini et al., 1999; Prado-Alcala et al.,
2012), and it has been proposed that different sets of brain
structures can support memory at different periods. Thus,
experimental evidence strongly suggests that in the case on
step-down A the hippocampus and AMY become engaged in
memory processing before the entorhinal and parietal cortices
do (Izquierdo et al., 1997). It might be the case that memory
is spared after inactivation of the hippocampus when a foot-
shock of relatively high intensity is used in training because
other structures take over the process of memory consolidation.
A similar interpretation was advanced earlier by Bucherelli and
Tassoni (1992) who found that bilateral TTX inactivation of
the parabrachial nucleus was effective up to 8 days after acqui-
sition in producing amnesia in rats that had been trained with
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0.8 mA, while no detrimental effects were evident 2 days after
training with 1.2 mA.

Pre-training administration of drugs, as used in this work
may, however, confound the results, leading to erroneous inter-
pretations. The pharmacological state of the hippocampus
during training, produced by the TTX, differed from that dur-
ing retention testing as testing occurred in a non-drugged state.
Thus, it was important to determine whether our procedure of
TTX administration produced state-dependency. Experiment 2
clearly showed that such was not the case: When TTX was
infused into the hippocampus both before training and before
retention testing, thus producing the same pharmacological
state, the amnestic effect was comparable to that produced by
pre-training infusion alone (Fig. 3).

Another important issue is that of whether the TTX inter-
fered with memory consolidation or with the processes involved
in the acquisition of the conditioned response. An experimental
strategy to tackle this problem was used in Experiment 3. Pre-
training TTX did not impede acquisition of the task, as optimal
retention was displayed at the retention test carried out 30 min
post-training. However, amnesia became evident when the same
animals were given a second test of retention 48 h later. It is
interesting to note that the animals were trained with 1.0 mA
and that in the 30-min retention test the VEH control group
showed the highest possible score (600 s), just as the TTX group
did, while in the 48-h test it had a score of 293.59 s (Fig. 4).
These data seem to indicate that the relatively low intensity of
the foot-shock was sufficient to induce good learning but it did
not produce a strong long-term memory trace. The latter find-
ing agrees well with the 48-h median retention latency displayed
by the 1.0 mA group of Experiment 1 (243.9 s) and that of the
VEH group of Experiment 2 (268.69 s). These results reflect
the reliability of the training procedures.

The possibility that the high latencies observed in the 30 min
post-training session might have been due to immobilization pro-
duced by the foot-shock can be ruled out because those animals
that received 1.0 mA during training displayed horizontal activity,
frequency of rearing, and total duration of rearing that were
undistinguishable from those of the 0 mA group (Fig. 5). These
results agree well with those of Netto and Izquierdo (1985) who
showed that there was a fair amount of ambulatory and rearing
activities, both immediately and 24 h after training of IA with a
relatively low intensity of foot-shock. They also found that train-
ing with a higher intensity of foot-shock did produce a significant
reduction of motor activity; in our case, however, motor activity
remained at the level of the 0 mA control group even after train-
ing with the highest current (3.0 mA) (Fig. 5).

Taken together, the results of Experiment 3 indicate that the
animals had learned this task, and that the deficiencies in
retention seen in Experiments 1 and 2 were due to a deficiency
in memory consolidation.

In the first three experiments, the foot-shocked control and
TTX-treated groups had comparable step-through and escape
latencies. Thus the 48-h retention deficits produced by the TTX
were not due to changes in response threshold to the foot-shock
or to motor disabilities. Nevertheless, when short-term memory

Hippocampus

was measured (Experiment 3), the experimental animals were still
under the influence of the TTX and, thus, the high latencies to
cross to the shock compartment might have been due to akinesia
and not to good recall of the task. Experiment 4 showed that the
spontaneous motor activity of the group treated with the TTX
was indistinguishable from that of the VEH and the intact groups
at any of the 12 5-min intervals that comprised both the post-
treatment and the 48 h recording sessions. This result agrees well
with earlier reports: hippocampal inactivation by TTX did not
change locomotion (Klement et al., 2005) or total distance in a
place avoidance task (Kubik et al., 2006). These finding clearly
suggest that the intrahippocampal infusion of TTX did not inter-
fere with acquisition or with processes underlying the formation
of short-term memory. These results also indicate that the low
retention score of the TTX group seen at the 48 h retention test
was not due to proactive impairing effects on motor activity that
might have been produced by the drug (Fig. 5).

The lack of differences in motor activity among the groups
also indicates that blockade of hippocampal activity did not
impede the acquisition nor the long-term storage of non-
associative learning, i.e., habituation.

Taken together, the findings support the view that the dorsal
hippocampus is involved in memory consolidation of the aver-
sively motivated IA task when it is trained with relatively low
foot-shock intensities. However, when intense foot-shock was
used in training memory was formed even when the activity of
the dorsal hippocampus was impaired before, during, and after
acquisition of the task, by the pre-training intra-hippocampal
administration of TTX. Thus, these findings suggest that the pro-
tective effect of intense training against the amnesic effect of TTX
infused into the hippocampus is not due to acceleration of the
consolidation process. A parsimonious interpretation of these data
is that after a strong learning experience hippocampal activity is
no longer essential for the formation of long-term memory, and
that other cerebral regions become involved in the functions that
the hippocampus had in the consolidation process.
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