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RESUMEN

El entrenamiento intenso, se refiere al entrenamiento mediado por experiencias
emotivas, tales como el condicionamiento aversivo motivado por intensidades
relativamente altas de choque eléctrico, que produce una memoria altamente
resistente a la extincion. También se ha demostrado que el entrenamiento intenso
protege a la consolidacion de la memoria contra los efectos amnésicos de una amplia
variedad de tratamientos farmacolégicos, administrados de forma sistémica o
directamente en las estructuras cerebrales. Sin embargo, los mecanismos que
subyacen a este efecto protector son aun desconocidos. Para determinar un posible
correlato neurobiolégico del efecto protector del entrenamiento intenso, grupos
independientes de ratas Wistar fueron entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria
de un solo ensayo, utilizando diferentes intensidades de choque eléctrico (0.0, 0.5, 1.0
y 2.0 mA). Algunas ratas de cada grupo fueron sacrificadas 45 min después del
entrenamiento, para la deteccion inmunohistoquimica de la proteina Arc en cada una
de las regiones del estriado y el hipocampo; otras ratas fueron examinadas para la
extincion de la conducta durante seis dias consecutivos, comenzando 48 h después
del entrenamiento. Los resultados mostraron que el entrenamiento con 1.0 y 2.0 mA
produjeron una retencion 6ptima, la cual, fue significativamente mayor que la obtenida
al entrenar con 0.5 y 0.0 mA. Ademas, el grupo entrenado con 2.0 mA presenté una
mayor resistencia a la extincion que los demas grupos. Por otro lado, el entrenamiento
con 1.0 y 2.0 mA, indujo la expresion de la proteina Arc en un mayor nimero de
neuronas, Unicamente en el estriado ventral, pero no en el dorsal de ambos grupos;
también se observd, una mayor area de sefal de Arc en el grupo entrenado con el
choque mas alto. En contraste, en el hipocampo se observé un aumento en el nimero
de neuronas que expresan la proteina Arc en los grupos 0.5y 1.0 mA, Unicamente en
la regién del giro dentado (GD), pero no asi, en las demas regiones del hipocampo;
presentando un area de sefial de Arc mayor en el grupo entrenado con el choque mas
bajo. Ademas, también se observd un incremento en la liberacion de corticosterona
circulante producido unicamente por el choque eléctrico mas alto. Concluimos que el
cambio en la expresion de Arc inducido por el entrenamiento intenso podria estar
vinculado a un proceso de eliminacion de la interferencia competitiva entre los
sistemas de memoria espacial y de habitos, facilitando asi el almacenamiento de la
informacion como un habito y no como un evento, lo que explicaria el aumento en la
resistencia a la extincion de este tipo de entrenamientos.



ABSTRACT

Intense training refers to training mediated by emotionally arousing experiences, such
as aversive conditioning motivated by relatively high intensities of foot-shock, which
produces a strong memory that is highly resistant to extinction. Intense training
protects memory consolidation against the amnestic effects of a wide variety of
treatments, administered systemically or directly into brain structures. However, the
mechanisms that underlie this protective effect are still unknown. To determine a
potential neurobiological correlate of the protective effect of intense training,
independent groups of Wistar rats were trained in a one-trial step-through inhibitory
avoidance task using different intensities of foot-shock (0.0, 0.5, 1.0, and 2.0 mA).
Some rats from each group were sacrificed 45 min after training for
immunohistochemical Arc protein detection in the striatal and hippocampal regions;
other rats were tested for extinction during six consecutive days, starting 48 h after
training. The results showed that training with 1.0 and 2.0 mA produced optimal
retention scores, which were significantly higher than those obtained with 0.5 and 0.0
mA. In addition, the group trained with 2.0 mA presented higher resistance to extinction
than the other groups. On the other hand, training with 1.0 and 2.0 mA induced the
expression of the Arc protein in a higher number of neurons in the ventral striatum, but
not in the dorsal striatum of both groups; there was a larger Arc signal area in the group
trained with the highest foot-shock. In contrast, in the hippocampus, there was an
increase in the number of neurons expressing the Arc protein in the 0.5 and 1.0 mA
groups, only in the dentate gyrus (GD) region, but not in the other regions of the
hippocampus; showing a larger Arc signal area in the group trained with the lowest
intensity. In addition, an increase in the circulating corticosterone release was induced
only by the higher electrical foot-shock. We conclude that the change in Arc expression
induced by intense training could be linked to a process of elimination of competitive
interference between spatial and habit memory systems, thus facilitating the storage
of information as a habit rather than as an event, which would explain the increase in
the extinction resistance of this type of training.
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l. INTRODUCCION

La informacidn proveniente de diferentes experiencias, no siempre es
almacenada o evocada, con la misma intensidad; es bien sabido que los eventos con
carga emocional son mas faciles de recordar que las experiencias neutras. Se ha
descrito que esta facilitacion de la memoria es modulada por la liberacion de las
hormonas del estrés, las cuales interactian con neurotransmisores modificando el
proceso de consolidacion (McGaugh, 2013; Schwabe, Joéls, Roozendaal, Wolf, &
Oitzl, 2012).

Un modelo para estudiar este mejoramiento de la memoria inducido por
experiencias emotivas, es el entrenamiento intenso, el cual puede darse por un
incremento del nimero de ensayos o de sesiones de entrenamiento, que usualmente
son utilizados para alcanzar cierto nivel de desempeio; de igual forma, cuando en
condicionamientos aversivos, se utilizan intensidades relativamente altas de choque
eléctrico (Prado-Alcala, Medina, Serafin, & Quirarte, 2012).

El entrenamiento intenso se caracteriza principalmente por inducir una alta
resistencia a la extincion (Bello-Medina, Flores, Quirarte, McGaugh, & Prado Alcala,
2016; Garin-Aguilar et al., 2012; Prado-Alcala, Haiek, Rivas, Roldan-Roldan, &
Quirarte, 1994), asi como en algunos casos, induce un efecto protector de la memoria
contra una amplia variedad de tratamientos amnésicos, administrados tanto
sisttmicamente como directamente en estructuras cerebrales. Entre estos
tratamientos se encuentran los bloqueadores de canales de sodio (Garin-Aguilar,
Medina, Quirarte, McGaugh, & Prado-Alcald, 2014; Salado-Castillo, Sanchez-Alaveéz,
Quirarte, Martinez Garcia, & Prado-Alcala, 2011), los inhibidores de sintesis de
proteinas (Diaz-Trujillo et al., 2009) y los antagonistas a receptores de
neurotransmisores (Cobos-Zapiain et al., 1996; Duran-Arévalo, Cruz-Morales, &
Prado-Alcala, 1990; Solana-Figueroa, Salado-Castillo, Quirarte, Galindo, & Prado-
Alcala, 2002).

Son varias las estructuras que han sido estudiadas con el propdsito de elucidar
los mecanismo que subyacen al efecto protector inducido por el entrenamiento
intenso, entre ellas se encuentran el hipocampo (Quiroz et al., 2003) y el estriado
(Pérez-Ruiz & Prado-Alcala, 1989; Prado-Alcala & Cobos-Zapiain, 1977). Las cuales

han sido ampliamente vinculadas al procesamiento de informacién de la tarea de
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evitacion inhibitoria (Ambrogi-Lorenzini, Baldi, Bucherelli, Sacchetti, & Tassoni, 1999;
Bammer, 1982; Izquierdo & Medina, 1993; Packard & Knowlton, 2002; Prado-Alcala
et al., 2006; Prado-Alcala et al., 2012; Rossato et al., 2006).

Sin embargo, es poca la informacién obtenida hasta ahora sobre la activacion
neuronal de estas estructuras; asi como de la respuesta al estrés. Es por eso, que el
principal objetivo de este estudio es determinar si las diferentes intensidades de
choque eléctrico, administradas durante el entrenamiento de ratas en la tarea de
evitacion inhibitoria, inducen un cambio en los patrones de activacion neuronal en las
diferentes regiones del estriado y el hipocampo.

Para cumplir con este objetivo, se midid, la expresion de la proteina Arc (por
sus siglas en ingles Activity-regulated cytoskeletal associated protein, también
conocido como Arg3.1) (Link et al., 1995; Lyford et al., 1995), en el estriado y el
hipocampo. Este gen que pertenece al grupo de genes de expresion inmediata
temprana, ha sido ampliamente utilizado como un indicador de activacion neuronal y
de cambios plasticos (Okuno, 2011). Por altimo, se midié la corticosterona circulante
como un indicador del nivel de estrés que inducen las diferentes intensidades de

choque eléctrico y observar si ésta tiene alguna relacién con el entrenamiento intenso.



Il ANTECEDENTES

1. APRENDIZAJE Y MEMORIA

Por aprendizaje entendemos al proceso por el cual la experiencia produce
cambios en el sistema nervioso que pueden ser duraderos y se manifiestan en el
comportamiento. Estos cambios no son debidos a conductas innatas, maduracion o
estados transitorios del organismo como por ejemplo la fatiga o el efecto de drogas
(Hilgard & Bower, 1987). Por otro lado, la memoria es un fendmeno o proceso
generalmente inferido a partir de dichos cambios, el cual da a nuestras vidas un
sentido de continuidad y consta de la codificacidon y el almacenamiento de la
informacion, la cual queda disponible para su posterior reutilizaciéon (Morgado, 2005).

Segun Aguado-Aguilar (2001), el aprendizaje y la memoria son dos procesos
psicoldgicos intimamente relacionados y puede decirse que constituyen, en realidad,
dos momentos en la serie de procesos a través de los cuales los organismos manejan
y elaboran la informacion proporcionada por los sentidos.

Por otro lado, para Dudai (1989), el aprendizaje es una generacion de
representaciones internas perdurables, dependiente de la experiencia y/o una
modificacion duradera de estas representaciones, dependiente también de la
experiencia; dichas representaciones son versiones estilizadas del mundo (versiones
simplificadas en donde se realzan las caracteristicas mas importantes), codificadas
neuronalmente y capaces por si mismas de guiar la conducta del individuo.

Un ejemplo de como pueden medirse los cambios conductuales o fisiol6gicos
inducidos por el aprendizaje, son el registro de las reacciones de huida ante los
estimulos aversivos en el miedo aprendido, también puede medirse el aprendizaje de
este tipo, a través del registro de los cambios de distintos indices fisiologicos, como el
ritmo cardiaco, el respiratorio o la sudoracion de la piel. Aunque el aprendizaje no es
en si mismo el cambio en la conducta, el registro de ésta es actualmente la Unica
manera viable para estudiar este proceso (Aguado-Aguilar, 2001).

Con respecto a la medicion de la memoria también se han implementado
parametros que se pueden medir conductualmente, como es el caso de las pruebas
de retencion en mudltiples tareas conductuales, las cuales tienen como funcién,

estudiar el proceso en donde la consolidacion juega un papel muy importante.



Otro aspecto importante del estudio del aprendizaje y la memoria es su
clasificacion. El aprendizaje lo podemos diferenciar en dos categorias: el asociativo y
el no asociativo; El primero implica que el cambio conductual se debe a la experiencia
conjunta de dos eventos que aparecen relacionados en el tiempo (aprendizaje
asociativo); el ultimo a la simple repeticion de un Unico evento con la misma frecuencia
e intensidad a lo largo del tiempo (aprendizaje no asociativo) (Anderson, 2000). En
este estudio nos enfocaremos al aprendizaje asociativo, el cual esta subdividido en

dos principales tipos: el condicionamiento clasico y el condicionamiento instrumental.

1.1. Condicionamiento clasico

Este tipo de aprendizaje fue inicialmente descrito y estudiado por Pavlov en sus
famosos experimentos sobre la salivacion en los perros. En estos estudios el sujeto
es expuesto repetidamente a la asociacion de dos estimulos ambientales; el sonido
de una campana (E1 o estimulo condicionado) y la comida (E2 o estimulo
incondicionado), esto permite a los animales aprender a anticiparse a sucesos
bioldgicamente relevantes mediante la identificacion de sefales indicativas de los
mismos (estimulos condicionados o EC). El conocimiento de la relacion entre las
sefales y las consecuencias permite que conductas reflejas que inicialmente eran
provocadas por un conjunto reducido de estimulos (estimulos incondicionados o EI)
sean provocadas por nuevos estimulos que se convierten en estimulos condicionados,
de modo que el animal actia de forma anticipatoria, prediciendo la aparicion del
estimulo incondicionado (Aguado-Aguilar, 2001).

1.2. Condicionamiento instrumental

Otro tipo de aprendizaje es aquel que le permite al animal incrementar o
disminuir conductas en relacion a las consecuencias que estas producen, ya sea
porque le procuran recompensas como alimento o compaifia sexual o porque le
permiten escapar o0 evitar situaciones peligrosas (Aguado-Aguilar, 2001). Este
aprendizaje es también conocido como condicionamiento operante, término que fue
introducido por Skinner (1938). En el condicionamiento operante las conductas se
emiten espontaneamente y sus consecuencias determinan el aprendizaje. Las
consecuencias agradables (reforzador) tienden a fortalecer una conducta, en cambio

las consecuencias desagradables (castigo) tienden a debilitarla.



1.3. Clasificacion de la memoria

Por otro lado, la memoria posee igualmente una gran variedad de
clasificaciones; por ejemplo, para referirse a la duracion de los recuerdos, a finales del
siglo XIX, William James (1890) acufio los términos ‘memoria primaria’ y ‘memoria
secundaria’ que son el equivalente moderno de las memorias de corto y de largo plazo.
Por otro lado, al clasificarlas segun su proposito se propusieron la memoria de trabajo
(Baddeley & Hitch, 1974) y la memoria de referencia (Olton, Becker, & Handelmann,
1979). Otra forma de clasificar la memoria es segun el tipo de informacion
almacenada, en donde se pueden separar las memorias declarativas y las no
declarativas (Zola-Morgan & Squire, 1990) o también conocidas como memoria
explicita e implicita (Tulving, 1972). Por ultimo, podemos clasificarla segun su

direccion temporal en memoria retrospectiva y prospectiva (Schacter et al., 2012).

-
Memoria
Declarativa (Explicita) No Declarativa (Implicita)
Hechos Eventos Habilidades Aprendizaje Aprendizaje
‘ Asociativo No Asociative
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Emocional Musculatura
Hipocampo __
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Lobulo Temporal Medial Co ﬁ;; l;-'T;rnt-a Amigdala Cerebelo Reflejos
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Figura 1. Esquema que muestra una clasificacion de la memoria y las estructuras cerebrales
asociadas a cada tipo de memoria. Modificado de Thompson y Kim (1996).



Como sustrato anatémico para estas clasificaciones de memoria se han
descrito estructuras especificas, cuya actividad es indispensable como centro principal
de procesamiento para el almacenamiento de la informacion. Como ejemplo podemos
sefalar a la amigdala, el hipocampo, el estriado, diferentes areas de la corteza
cerebral entre otras estructuras, las cuales se encuentran reportadas en numerosos
experimentos como las principales responsables de la formacion de diferentes tipos
de memoria (Figura 1).

Otra forma de abordar el estudio del aprendizaje y la memoria son las nociones
tedricas y fisiologicas para explicar la forma en que el cerebro procesa y almacena la
informacion. La discusion al respecto se ha centrado en el papel que las neuronas
juegan en tal procesamiento.

Santiago Ramén y Cajal (1909) dio el primer paso al intuir los procesos de
plasticidad a partir de la forma de las neuronas y proponer que el nimero y fuerza de
las conexiones neuronales son la base fisica del aprendizaje y el soporte de la
memoria. Posteriormente Donald Hebb (1949) propuso que los cambios en la
eficiencia de la comunicacion sinaptica permitian el establecimiento de un orden en
los patrones de actividad de grupos especificos de neuronas como el mecanismo
mediante el cual se almacena la informacién en el sistema nervioso.

En 1966 el noruego Terje Lomo observo por primera vez que breves trenes de
estimulos incrementaban la eficacia de la transmisién en las sinapsis entre la via
perforante y las células granulares del giro dentado en el hipocampo; afios mas tarde,
Bliss y Lomo (1973) descubrieron que una estimulacion de frecuencia moderadamente
alta en la misma via producia incrementos estables y duraderos de la respuesta
postsinaptica, lo que se denomind potenciacion sinaptica a largo plazo (LTP, por sus
siglas en inglés long-term potentiation). Estudios posteriores in vitro confirmaron que
se trataba de un fendmeno no soélo duradero, sino también de induccion rapida lo que
lo convertia en un buen candidato como mecanismo celular del aprendizaje y la
memoria (Morgado, 2005).

Diferentes investigaciones en el tema de la plasticidad sinaptica hipocampal
muestran que tanto el aprendizaje (Bailey, Kandel, & Harris, 2015; Takeuchi,
Duszkiewicz, & Morris, 2014) como la LTP (Bliss & Collingridge, 1993; Lynch, 2004)
producen cambios en la estructura de las conexiones sinapticas, y dado que este tipo
de cambios tienden a persistir por mas tiempo, se considera que estos pueden ser la
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base de la formacion de la memoria de largo plazo (Lamprecht & LeDoux, 2004).

Se ha demostrado que, en milisegundos, la actividad de espigas que llegan a
una region presinaptica glutamatérgica, promueve la liberacibn de este
neurotransmisor al espacio sinaptico, el cual se une a los receptores AMPA (por sus
siglas en inglés a-amino-3-hidroxy-5-metil-4-isoxazole propionic acid) y a los
receptores NMDA (N-metil-D-aspartato). La activacion de los receptores AMPA causa
la apertura de su poro, permitiendo el flujo de iones, principalmente Na*, lo que da
lugar a una despolarizacion postsinaptica. Por otro lado, los receptores NMDA
contienen un tapon de magnesio que impide el flujo de iones al unirse con el glutamato
(Vyklicky et al., 2014). Sin embargo, si la activacion de los receptores NMDA (N-metil-
D-aspartato), por el glutamato liberado presinapticamente, coincide con la
despolarizacion de la membrana celular postsinaptica, inducida por entradas
disparadoras de espigas en otras sinapsis, se produce la liberacion del tapon de
magnesio; produciéndose asi, la entrada de calcio en la sinapsis. por lo tanto, el
receptor NMDA es un detector de coincidencias permitiendo el paso de calcio
Gnicamente cuando la actividad presinaptica y la actividad postsinaptica coinciden
(Lamprecht & LeDoux, 2004).

La entrada de calcio en la sinapsis, induce la activacién de cinasas que,
modulando determinados sustratos, inducen cambios en el citoesqueleto de la
neurona en el plazo de minutos y activan factores de trascripcion de ARNm y sintesis
de proteinas para receptores AMPA, los cuales migran hacia los lugares modificados
y en pocas horas, se insertan en la membrana y contribuyen a la estabilizacion de los
cambios ocurridos en el citoesqueleto de la neurona postsinaptica (Lamprecht &
LeDoux, 2004). En todo este proceso, llama especialmente la atencién la celeridad
(minutos) con la que el aprendizaje es capaz de producir cambios morfologicos en el
sistema nervioso (Figura 2).

Las conexiones sinapticas pueden inducir un incremento o decremento en su
eficiencia sinaptica. Cuando se efectla un incremento, como ya se dijo, se le
denomina LTP; por el contrario, al decremento se le conoce como depresién a largo
plazo (LTD, por sus siglas en inglés long-term depression), pues supone una
disminucion duradera en la magnitud de la respuesta post-sinaptica excitadora (Bliss
& Lomo, 1973).
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Figura 2. Mecanismos moleculares implicados en la iniciaciéon y el mantenimiento de la plasticidad
singptica. a) La liberacibn de glutamato dependiente de actividad proveniente de las neuronas
presinapticas conduce a la activacién de los receptores AMPA (AMPAR) y a la despolarizacion de la
neurona postsinptica. La despolarizacion ocurre localmente en la sinapsis y/o por la propagacion
inversa de potenciales de accién (BPAP por sus siglas en inglés). b) La despolarizacion de la neurona
postsinaptica permite la remocién del Mg 2+ que inhibe al receptor a NMDA (NMDAR) y asi el Ca 2*
puede fluir a través del receptor. La despolarizacion también activa los canales de calcio dependientes
de voltaje (VGCC), que es otra fuente de calcio para la sinapsis. ¢) El influjo de calcio en la sinapsis
activa quinasas que, a su vez modulan la actividad de sus sustratos; estos sustratos contribuyen a los
cambios locales en la sinapsis, como la alteracién morfolégica a través de la regulacion citoesquelética,
o inducen la transcripcion de ARN en el nacleo mediante el control de factores de transcripcion. d) El
transcrito de ARNm se traduce en proteinas que son capturadas por las sinapsis activadas y
contribuyen a la estabilizacién de los cambios sinapticos. Modificado de Lamprecht y LeDoux (2004).

2. EL APRENDIZAJE INCREMENTADO

Las experiencias con alto contenido emocional, generalmente son recordadas
con mayor detalle y durante mas tiempo que las experiencias con contenido neutro,
esto indica que no toda la informacion se aprende, almacena o evoca, con la misma
intensidad. Estas experiencias emotivas, inducen un tipo de aprendizaje conocido
como “aprendizaje incrementado” (Prado-Alcala et al., 2006), en el cual, la informacion

es almacenada de tal forma que su pérdida con el paso del tiempo es muy escasa, lo
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que operacionalmente se denomina como resistencia a la extincion (Garin-Aguilar et
al., 2012; Prado-Alcala et al., 2012).

Ejemplos de “aprendizaje incrementado” son el trastorno de estrés
postraumatico (PTSD por sus siglas en inglés post-traumatic stress disorder) (Parsons
& Ressler, 2013; Pitman et al., 2012; Sherin & Nemeroff, 2011; Tipps, Raybuck, &
Lattal, 2014), el aprendizaje motivado por adicciones (Hyman, 2005; Torregrossa,
Corlett, & Taylor, 2011), y el entrenamiento intenso (Prado-Alcala et al., 2012). Este
altimo se refiere al aprendizaje mediado por un mayor niamero de sesiones de
entrenamiento, o al condicionamiento aversivo de un solo ensayo, mediado por altas
intensidades de choque eléctrico (Prado-Alcala et al., 2012; Prado-Alcala et al., 2007).
En el presente trabajo nos enfocamos en el entrenamiento intenso para el estudio del
aprendizaje incrementado.

El aprendizaje incrementado, inducido por el entrenamiento intenso, ha sido
estudiado principalmente en la tarea de evitacion inhibitoria (IA), en la cual, ademas
de generar una mayor resistencia a la extincion (Bello-Medina et al., 2016; Garin-
Aguilar et al., 2012; Prado-Alcala et al., 1994), también se ha demostrado que induce
un efecto protector contra una amplia variedad de tratamientos amnésicos,
administrados sistémicamente o directamente en estructuras cerebrales (Prado-
Alcala, 1995; Prado-Alcala et al., 2012).

En la tarea de evitacion inhibitoria el animal aprende a evitar un acontecimiento
nocivo suprimiendo una conducta concreta, es decir, la inhibicion de una actividad
innata o de un habito adquirido (Bures§, BureSova , & Huston, 1976); la tarea de
evitacion inhibitoria sera descrita a profundidad mas adelante en la seccion de método.

Entre los trabajos realizados en esta linea de investigaciébn se encuentran
aguellos en los que se realiz6 el bloqueo del sistema colinérgico mediante la
administracion sistémica o0 intracerebral de antagonistas a los receptores
metabotropicos para acetilcolina; este tratamiento induce un marcado deterioro en el
almacenamiento de informacién relacionado con varias tareas conductuales,
demostrando asi su participacién en la consolidacion de la memoria (Gold, 2003;
Prado-Alcala, Fernandez-Samblancat, & Solodkin-Herrera, 1985); sin embargo como
puede observarse en la Figura 3, cuando los sujetos son sometidos a un
entrenamiento intenso, los efectos amnésicos provocados por dicho tratamiento

desaparecen (Duran-Arévalo et al.,, 1990); mostrando asi el efecto protector de la
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memoria, asociado con el aprendizaje incrementado.
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Figura 3. Medianas de la retencion de los datos obtenidos 24 horas después del entrenamiento en la
tarea de evitacion inhibitoria con intensidades de choque eléctrico de 3.0, 6.0 0 9.0 mA. INT, grupo
intacto; NaCl, grupo inyectado con solucion salina isoténica; M8, grupo inyectado con 8 pg de
metilescopolamina; S, grupos inyectados con escopolamina (2, 4, 6, 8 0 12 ug). Todos los tratamientos
fueron administrados 5 minutos después del entrenamiento excepto para el grupo S8+ el cual fue
inyectado 60 minutos después del entrenamiento *p<0.05; **p<0.01 con respecto al grupo intacto.
Modificado de Duran-Arévalo et al. (1990).

En otro estudio en el que se indujo la deplecion total de la serotonina del
sistema nervioso central, por medio de la administracion intraperitoneal de p-
cloroanfetamina (PCA), un analogo clorado de la anfetamina, se observo que las ratas
gue recibieron un entrenamiento moderado, mostraron un marcado cuadro amnésico.
Sin embargo, al incrementarse el estimulo aversivo durante el entrenamiento, la
consolidacion de la memoria se ve protegida (Figura 4), demostrandose asi que el
efecto protector no es exclusivo del sistema colinérgico (Solana-Figueroa et al., 2002).

Algunos otros estudios en este campo, se han realizado con la finalidad de
encontrar las estructuras implicadas en el aprendizaje incrementado; por ejemplo, se

ha determinado que el bloqueo colinérgico del estriado, inducido por la administracion
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local de atropina, interfiere con la retencion de la evitacion inhibitoria. Sin embargo,
este mismo tratamiento farmacolégico no produjo ningiin cambio en la memoria de
ratas entrenadas con intensidades altas de choque eléctrico (Diaz del Guante, Rivas-
Arancibia, Quirarte, & Prado-Alcala, 1990; Giordano & Prado-Alcala, 1986).
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Figura 4. Medianas de la retencién de los datos obtenidos de ratas no inyectadas (NI) y de ratas que
fueron inyectadas con solucién salina (SAL) o con 2.5 mg/Kg de p-cloroanfetamina (PCA), todos estos
grupos fueron entrenados con 2.0, 2.5, 3.0 y 3.5 mA. Las inyecciones fueron administradas 30 minutos
antes del entrenamiento. El *p < 0.02, **p < 0.0005. Los resultados muestran el efecto protector contra
la amnesia, inducido por el aprendizaje incrementado. Modificado de Solana-Figueroa et al. (2002).

Incluso cuando se bloguea completamente la actividad estriatal por medio de
la administracién directa de lidocaina, farmaco que bloquea los canales de sodio
impidiendo la propagacion del potencial de accion, lo cual induce un estado amnésico,
(Figura 5). Dicha amnesia fue Unicamente observada en las ratas sometidas a
entrenamientos con choques eléctricos moderados, haciéndose el tratamiento inocuo
en los animales entrenados con choques eléctricos de mayor intensidad (Pérez-Ruiz
& Prado-Alcala, 1989).

11



6007 (10 10 (19 (10) ®  (©
] @) 1 @
- 1
0
S 4501
Q
-
o 1
o
U .
2 300 .
m ro
© 1
0
B 1501
= ! (9)
D (9) (9)
0- = (]

INT CTX Na LD INT CTX Na LD INT CTX Na LD

0.2 0.3 0.4 mA

Figura 5. Medianas de la retencién de los datos obtenidos 24 horas después del entrenamiento. INT,
grupo intacto; CTX, grupo inyectado con lidocaina en la corteza; Na, grupo inyectado con solucién
salina isotdnica en el estriado; LID, grupo inyectado con lidocaina en el estriado. Las intensidades de
choque eléctrico fueron 0.2, 0.3, y 0.4 mA; los nimeros en paréntesis corresponden al nimero de
animales para cada grupo. Modificado de Pérez-Ruiz y Prado-Alcala (1989).

Otra de las estructuras cerebrales que ha sido estudiada es la sustancia nigra
en donde la administracion de bicuculina y picrotoxina (farmacos que bloquean el
sistema GABAérgico) muestran de nuevo los mismos resultados, amnesia en las ratas
que fueron entrenadas de forma moderada y ningun efecto en las sometidas a un
entrenamiento con altas intensidades de choque eléctrico (Cobos-Zapiain et al.,
1996).

Estudios realizados en la amigdala y el hipocampo han demostrado las lesiones
de estas estructuras no producen efectos sobre la memoria de ratas sometidas a un
entrenamiento intenso (Garin-Aguilar et al., 2014; Salado-Castillo et al., 2011).

El efecto protector en contra de la amnesia, también ha sido estudiado en otros
mamiferos como los gatos. En estos animales se realizaron lesiones reversibles en el
nacleo caudado, por medio inyecciones de cloruro de potasio a altas concentraciones
(KCI 3M), este tratamiento induce una despolarizacion aguda y sostenida de las
membranas neuronales bloqueando asi la actividad neuronal de dicha estructura. Las
lesiones indujeron un estado amnésico en los grupos con entrenamiento moderado,

sin embargo, en los animales con entrenamiento intenso se observd una retencion
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equivalente a la del grupo control (Prado-Alcala & Cobos-Zapiain, 1979).

Estudios recientes han demostrado que la administracion de inhibidores de la
sintesis de proteinas como la cicloheximida inyectada sistémicamente (Diaz-Trujillo et
al., 2009) o cuando se administra anisomicina directamente en el estriado dorsal
(Gonzalez-Franco, Bello-Medina, Serafin, Prado-Alcala, & Quirarte, en preparacion),
no se producen efectos amnésicos cuando los animales son entrenados con

intensidades altas de choque eléctrico en la tarea de evitacion inhibitoria (Figura 6).
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Figura 6. Medianas con rangos intercuartiles de la latencia de retencion, 48 horas después del
entrenamiento. ANI, grupos de ratas a los cuales se les administr6 125 ug/ul de anisomicina
directamente en el estriado dorsal; VEH, grupos de ratas a los cuales se les administré Gnicamente el
vehiculo. Treinta minutos después, los animales fueron entrenados en la tarea de evitacién inhibitoria
con una intensidad moderada o alta de choque eléctrico (Gonzalez-Franco et al., en preparacion).

3. EL ESTRIADO

Como se ha mencionado previamente, en el proceso de consolidacion de la
memoria participan varias estructuras cerebrales que funcionan como nucleos de
procesamiento para que la informacién sea almacenada. El estriado (también llamado
caudado-putamen) es el componente principal de un grupo de estructuras
subcorticales conocidas como los ganglios basales. Diversas investigaciones aportan

evidencia de que esta estructura tiene un importante papel en el aprendizaje y la
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memoria, particularmente en las asociaciones estimulo-respuesta y en la memoria de
hébitos (McDonald & White, 1993; Packard & Knowlton, 2002).

3.1. Anatomia

En roedores y pequefios animales que presentan una corteza lisa, el estriado
esta compuesto por un solo ndcleo indiferenciado, el cual es penetrado por las fibras
de la capsula interna y en la que no pueden diferenciarse el nucleo caudado y el
putamen (Figura 7A). En carnivoros y en primates el estriado es, estrictamente
hablando, una estructura de mayor tamafio y la capsula interna forma una lamina
gruesa de fibras que separa casi completamente el nicleo caudado del putamen
(Kemp & Powell, 1971).

Estriado

p g e i
R

Bregma 1.56 mm

Figura 7. A. Seccién coronal de un cerebro de rata tefiido con violeta de cresilo mostrando el estriado
como una Unica estructura y la corteza. B. Seccion coronal de un cerebro humano que muestra la
corteza, el caudado y el putamen separados por la capsula interna, estas dos estructuras combinadas
forman el estriado. Las barras de escala equivalen a 5 mm en ambas imagenes. Modificado de Paxinos
y Watson (2007) y Evans, Kelly, Precious y Rosser (2012) .

Aunque en la rata, el estriado mantiene una organizacion anatémica constante
a lo largo de toda su extension, en realidad es una estructura heterogénea con varios
tipos de divisiones. El estriado recibe entradas glutamatérgicas provenientes de casi
todas las regiones de la corteza cerebral y ademas de los nucleos mediales e
intralaminares del tdlamo y de igual forma es el blanco principal de las neuronas
dopaminérgicas cuyos cuerpos celulares estan situados en la parte superior del tallo
cerebral (Figura 8) (Voorn, Vanderschuren, Groenewegen, Robbins, & Pennartz,
2004).
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Figura 8. Corte coronal del estriado de la rata en el que se muestran las divisiones funcionales segun
su conectividad. Abreviaturas: ac, comisura anterior; AcbC, nlcleo accumbens core; AcbSh, ndcleo
accumbens shell; ACd, corteza cingulada dorsal anterior; Ald, corteza insular agranular dorsal; Alv,
corteza insular agranular ventral; CeM, nudcleo central talamico medial; CL, nucleo central talamico
lateral; IL, corteza infralimbica; IMD, nucleo taldmico intermediodorsal; MD, nucleo taldmico
mediodorsal; PC, nlcleo talamico paracentral; PFC, corteza prefrontal; PLd, corteza prelimbica dorsal;
PLv, corteza prelimbica ventral; PV, nucleo talamico paraventricular; SMC, corteza sensoriomotora.
Modificado Voorn et al. (2004).
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Las diferentes entradas de informacién dividen el estriado en regiones que
participan diferencialmente en el procesamiento de informacion, por un lado, el
estriado dorsolateral, esta relacionado con el aprendizaje de procedimiento, el
aprendizaje de tipo estimulo-respuesta y el aprendizaje de habitos, por otra parte, el
estriado dorsomedial esta implicado en el aprendizaje de acciones dirigidas a objetivos
y a la navegacion espacial (Devan & White, 1999; Ito & Doya, 2015; Kreitzer &
Malenka, 2008; Lozano, Serafin, Prado-Alcala, Roozendaal, & Quirarte, 2013;
Packard & Knowlton, 2002; Voorn et al., 2004; White & McDonald, 2002). Ademas,
debido a sus conexiones con estructuras limbicas como el hipocampo y la amigdala,
se ha propuesto que la regidén ventral del estriado puede también participar en el
procesamiento de informacion motivacional, la cual ha sido atribuida a estructuras
cercanas como el nucleo accumbens (Voorn et al., 2004). Sin embargo, es muy poca
la informacién disponible acerca de esta region estriatal.

En cuanto a sus eferencias, el estriado no posee conexiones directas a la
meédula espinal, por lo cual, su participacion en la ejecucidon del movimiento se lleva a
cabo a través de sus conexiones con el globo pélido interno (GPi) y en menor medida,
a través de la substancia nigra pars reticulata (SNpr) a través del sistema motor
extrapiramidal que proyecta al tallo cerebral y de ahi a la médula espinal a través de
los tractos rubro-espinal, reticulo-espinal y vestibulo-espinal (McGeorge & Faull,
1989). El estriado también posee eferencias a través del GPi a los nucleos talamicos
ventral anterior, ventral lateral e intralaminares, que proyectan a las areas motoras,
premotoras, motoras suplementarias y a la corteza prefrontal presentando conexiones
de regreso a las mismas regiones corticales por medio de salidas palidales que
posteriormente se conectan de nuevo a las diferentes regiones corticales por medio
de los nucleos talamicos anteriormente mencionados (Kimura & Graybiel, 1995).

Estas eferencias estriatales viajan a través de dos vias: la via directa del GPiy
la SNpr, que ejerce un efecto deshinibidor y contiene GABA, sustancia P y dinorfina
(Deniau & Chevalier, 1985), y la via indirecta a través del globo palido externo (GPe)
gue es inhibitoria y contiene GABA, encefalina y viaja a través del GPe a los nucleos
subtalamicos de ahi al GPi, al SNpr y al tAlamo (Figura 9) (Albin, Young, & Penney,
1989; Yin & Knowlton, 2006).

Una hipoétesis muy interesante, es que los giros fronto-cortico-estriatales son

usados por el estriado para esencialmente entrenar a la corteza para producir
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respuestas motoras aprendidas en presencia de patrones particulares de informacién
sensorial; sin embargo es importante notar que las eferencias palidales y nigrales
también proyectan directamente al tallo cerebral, lo cual permite un rapido acceso al
control espinal de respuestas motoras (Wise, Murray, & Gerfen, 1996). Otra conexion
que cabe destacar es la via tadlamo-estriatal en la cual se ha reportado el traslape de
las eferencias estriatales con las regiones en donde se encuentran las células de
proyeccion de la via cortico estriatal (Mengual, de las Heras, Erro, Lanciego, &

Gimenez-Amaya, 1999).

o | Corieza | ﬁ

| Estriado \

Via
indirecta

Talamo

via

Directa

1

11
N + [CPi/3] ——

— EXxitacion 1
— Inhibicién Tallo

——e Modulacién cerebral
dopaminérgica

Figura 9. Diagrama de las aferencias y eferencias estriatales, GPe, globo pélido externo; GPi, globo
palido interno; SNc, substancia nigra pars compacta; SNr, substancia nigra pars reticulata; STN, ntcleo
subtalamico. Modificado de Yin y Knowlton (2006).

Con respecto a la neuroquimica estriatal también se han reportado
caracteristicas anatomicas importantes, como son las prominentes aferencias
dopaminérgicas provenientes de la sustancia nigra y el area ventral tegmental que
inervan al estriado dorsal y ventral (Dudman & Gerfen, 2015). Las vias corticoestriatal,
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talamoestriatal y las aferencias del sistema limbico incluyendo a la amigdala y al
hipocampo, utilizan neurotransmisores excitatorios aminoacidicos siendo

predominante el glutamato (Fonnum, Storm-Mathisen, & Divac, 1981).

Estriado

Figura 10. Esquema de un corte coronal del cerebro de rata, se muestran la corteza y el estriado. En
el hemisferio izquierdo se ilustran esquematicamente las divisiones dorsolateral, dorsomedial y ventral.
En el hemisferio derecho se ilustran los parches estriatales (rosa) y la matriz (gris oscuro). Modificado
de Kreitzer (2009).

Otra caracteristica importante es la compartimentalizacién neuroquimica del
estriado, la cual es conocida como el complejo parche-matriz que presenta
caracteristicas que no pueden ser observadas a simple vista en la aparente
homogeneidad celular del estriado (Figura 10). El parche, también denominado
estriosoma consiste en grupos de neuronas que presentan bajos niveles de
acetilcolina y altos niveles de distintos opioides y sustancia p; en contraste, la matriz
presenta células con altos niveles de acetilcolina y somatostatina. Las aferencias
dopaminérgicas se distribuyen tanto en el parche como en la matriz, sin embargo, la
sustancia nigra inerva preferente a la matriz, de la misma manera que el area ventral
tegmental inerva mayoritariamente al parche. Por otro lado las conexiones

corticoestriatales y talamoestriatales estan méas asociadas a la matriz y las conexiones
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del sistema limbico (como la amigdala y el hipocampo) con el parche (Packard &
Knowlton, 2002). Las investigaciones acerca de la funcionalidad del parche y la matriz
en el aprendizaje y la memoria indican que la matriz es la principal responsable de las

funciones mnémicas del estriado (White, 1989).

3.1.1. Citoarquitectura

Los primeros indicios de una organizacion compartamental en el estriado de los
mamiferos adultos estan recopilados en algunos comentarios sobre la citoarquitectura
de esta estructura subcortical. Los antiguos neuroanatomistas observaron que el
estriado parece citoarquitectbnicamente homogéneo comparado con la corteza
cerebral, que presentaba una laminacién evidente (Prensa, Parent, & Gimenez-
Amaya, 1999).

Como la mayoria de los nucleos del sistema nervioso central, el estriado esté
constituido por neuronas de proyeccién (también conocidas como células de Golgi de
tipo 1) e interneuronas (células de Golgi de tipo Il). Las primeras se caracterizan por
poseer cuatro o cinco dendritas pobladas densamente con espinas y un axén que
proporciona abundantes ramas colaterales antes de salir del estriado. Estas neuronas,
conocidas como neuronas medianas espinosas, son GABAérgicas y constituyen gran
porcentaje de la poblacion total neuronal del estriado. En el caso de la rata y del gato
se ha estimado que las neuronas de proyeccidon constituyen hasta un 95% de la
poblacion total estriatal, en el mono este porcentaje disminuye a un 76% y es un poco
menor en el estriado humano (Kreitzer, 2009; Prensa et al., 1999).

Las interneuronas estriatales, cuyos axones no proyectan fuera de los limites
del estriado, son mucho menos numerosas y pueden ser categorizadas
anatdmicamente en células GABAérgicas de tamafio medio y grandes células
colinérgicas (Kawaguchi, Wilson, Augood, & Emson, 1995). Aunque solo representan
un bajo porcentaje del total de neuronas, incluyen una gran variedad de grupos
celulares con propiedades neuroquimicas diferentes. Las interneuronas GABAérgicas
de tamafio mediano pueden clasificarse también histoquimicamente en tres subtipos:
(@) células positivas a parvalbumina; (b) células positivas a somatostatina,
neuropéptido Y (NPY) y oxido nitrico sintasa (NOS), y (c) células positivas a calretinina
(Bennett & Bolam, 1993; Cowan, Wilson, Emson, & Heizmann, 1990; Chesselet &
Graybiel, 1986; Smith & Parent, 1986; Vincent et al., 1983).
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Figura 11. Tipos de células localizadas en el estriado de rata. Las representaciones esquematicas de

(a) neurona mediana espinosa (MSN), (b) interneurona de disparo rapido (FS), (c) interneurona de bajo

umbral de disparo (LTS), y (d) neurona colinérgica de actividad ténica (TAN). Modificado de Kreitzer
(2009).

Fisiolégicamente, estas tres clases de interneuronas GABAérgicas muestran al
menos dos tipos diferentes de patrones de disparo (Kawaguchi et al., 1995; Tepper &
Bolam, 2004). Las neuronas positivas a la parvalbumina muestran velocidades de
disparo rapidas y sostenidas en respuesta a la inyeccion de corriente y se conocen
alternativamente como interneuronas de disparo rapido (FS por sus siglas en inglés
fast spiking). Las interneuronas positivas a la somatostatina tienen tasas de disparo

mas bajas y potenciales de tipo meseta, se conocen como interneuronas de bajo
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umbral de disparo (LTS por sus siglas en inglés low-threshold spiking). Aunque las
interneuronas positivas a la calretinina no han sido clasificadas fisiolégicamente,
también pueden presentar algunas caracteristicas de las interneuronas LTS (Tepper
& Bolam, 2004). Finalmente, las interneuronas colinérgicas pueden caracterizarse
fisiolégicamente por su actividad tonica, sus fuertes corrientes activadas por
hiperpolarizacion y por su actividad espontanea en condiciones fisiologicas (Figura
11) (Wilson, Chang, & Kitai, 1990).

Es interesante sefialar que recientemente la literatura en el area indica que
segun se asciende en la escala filogenética la proporcidén de interneuronas aumenta
y disminuye la de neuronas de proyeccién. Este hecho resulta especialmente atractivo
desde un punto de vista funcional porque podria indicar que el estriado en el hombre
posee una mayor capacidad de integracion y de procesamiento de la informacién
nerviosa que llega a los ganglios basales desde la corteza cerebral, el talamo, el
nacleo subtaldmico y ciertos nucleos del tronco del encéfalo como son el locus
coeruleus y el nucleo dorsal del rafé (Deus, Pujol, & Espert, 1996; Roberts, Gaither,
Peretti, Lapidus, & Chute, 1996).

3.2. Participacion del estriado en el aprendizaje y la memoria

Como se menciond anteriormente, numerosos estudios con animales
experimentales han vinculado al estriado, en funciones cognitivas tales como el
aprendizaje y la memoria (Divac, Rosvold, & Szwarcbart, 1967). Estos estudios han
demostrado el papel que tiene esta estructura en el aprendizaje de habitos o de
estimulo-respuesta (S-R por sus siglas en inglés stimulus-response), tanto en ratas
(Graybiel, 1998; Jog, Kubota, Connolly, Hillegaart, & Graybiel, 1999; Kesner, Bolland,
& Dakis, 1993; McDonald & White, 1993; Packard & McGaugh, 1992; Packard &
Teather, 1997; Packard & Teather, 1998; White, 1997), como en primates (Fernandez-
Ruiz, Wang, Aigner, & Mishkin, 2001; Kimura, 1995; Teng, Stefanacci, Squire, & Zola,
2000) y humanos (Butters, Salmon, & Heindel, 1994; Heindel, Butters, & Salmon,
1988; Knowlton, Mangels, & Squire, 1996; Martone, Butters, Payne, Becker, & Sax,
1984). Varios de estos de estudios apoyan la participacion del estriado en el

aprendizaje y la memoria mediante el uso de metodologias experimentales que
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disocian al estriado, al hipocampo y la amigdala, como tres sistemas de memoria
independientes (McDonald & White, 1993; White & McDonald, 2002).
3.2.1. Estudios por medio de lesiones

Varios estudios han demostrado la participacion del estriado en el aprendizaje
y la memoria por medio de técnicas de lesion cerebral. El primer uso de esta
metodologia, para probar directamente el papel selectivo hipotético del estriado en el
aprendizaje de S-R, involucr6 un estudio en el que se utilizaron dos tareas
conductuales en el laberinto radial de ocho brazos (Packard, Hirsh, & White, 1989).

El laberinto radial de ocho brazos fue disefiado por Olton y Samuelson en 1976
para medir el aprendizaje espacial y la memoria en ratas. El aparato original consiste
en ocho brazos espaciados de forma equidistante, cada uno irradiando desde una
pequefia plataforma central circular; al final de cada brazo hay un sitio de alimentacién,
cuyo contenido no es visible desde la plataforma central (Olton & Samuelson, 1976).

En la versibn estdndar de cambiar-ganar (del inglés win-shift), las ratas
obtienen alimento como recompensa, al visitar cada brazo del laberinto y se evalua
negativamente si el roedor entra mas de una vez en cada brazo dentro de una sesién
diaria de entrenamiento. Por otro lado, en una version denominada permanecer-ganar
(del inglés win-stay), las ratas obtuvieron recompensas al visitar dos veces, cuatro de
los ocho brazos del laberinto que fueron seleccionados e iluminados aleatoriamente,
por cada sesion de entrenamiento diario. Para esta metodologia las visitas a los
brazos de laberinto sin iluminacion fueron evaluadas como errores. Cuando las ratas
fueron entrenadas en estas dos tareas, después de recibir lesiones electroliticas
bilaterales en el estriado; se observé que las lesiones del estriado perjudicaron la
adquisiciéon de la tarea de permanecer-ganar, pero no afectaron la adquisicion de la
tarea de cambiar-ganar (Figura 12). Esto indic6 una disociacién que demuestra la
participacion del estriado en el aprendizaje de tareas del tipo S-R (Packard et al.,
1989).

De manera interesante este mismo trabajo también demostré que las lesiones
del sistema hipocampal (fimbria-férnix) producen un patron opuesto en los resultados,
demostrando una doble disociacion de las funciones mnemonicas entre el estriado y
el sistema hipocampal. Estos hallazgos fueron replicados posteriormente en un
estudio que empled lesiones neurotoxicas del estriado, el hipocampo y la amigdala.
Este estudio investig6 la participacion de cada una de estas estructuras en el
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aprendizaje y la memoria, utilizando un conjunto de condiciones experimentales para
estudiar los efectos de las lesiones en las tres regiones cerebrales por medio de un
laberinto radial de 8 brazos (McDonald & White, 1993).
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Figura 12. Desempefio de ratas con lesiones electroliticas en el estriado o el férnix, que fueron
entrenadas en el laberinto radial de ocho brazos bajo dos paradigmas conductuales diferentes. A.
Porcentaje de brazos correctos escogidos (brazos iluminados sobre brazos totales por 100), por cada
grupo durante los 15 ensayos de adquisicién en el paradigma de permanecer-ganar. B. Promedio de
errores en las primeras ocho elecciones durante la adquisicién del paradigma cambiar-ganar. Como se
puede observar en las graficas, las lesiones estriatales dificultan el aprendizaje de S-R, pero no la
memoria espacial. Por otro lado, también es posible observar que la lesién del sistema hipocampal,
induce una facilitacion del aprendizaje de S-R y una disminucion en el aprendizaje espacial. Modificado
de Packard et al. (1989).

Para investigar la participacion del estriado en la memoria S-R, un estudio
adicional utilizé dos tipos de tareas en el laberinto acuatico, utilizando un modelo
similar al propuesto originalmente por Morris (1984). Dos esferas de goma que
sobresalian por encima de la superficie del agua sirvieron como sefiales. Una esfera
(correcta) estaba ubicada en la parte superior de una plataforma, la cual se podia
utilizar para escapar del agua; la otra esfera (incorrecta), estaba situada en la parte
superior de una vara delgada y por lo tanto no proporcionaba ningun escape. Las dos
esferas también diferian en aspecto visual (diferentes patrones horizontales o
verticales de lineas blancas o negras). En la version espacial de la tarea, la plataforma
correcta se localiz6 en la misma ubicacién espacial, pero se vari6 la apariencia visual
de la esfera para cada ensayo. Por lo tanto, esta version de la tarea requiere que las
ratas aprendan a acercarse a la esfera correcta en base a la ubicacion espacial, y no

al patrén visual. En la version de S-R de la tarea, la plataforma correcta se localizo en
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diferentes ubicaciones espaciales en cada uno de los ensayos, pero el patréon visual
de la esfera fue consistente con la plataforma de escape. Por lo tanto, esta tarea
podria ser adquirida mediante el aprendizaje de un enfoque de respuesta a la sefial
visual es decir de S-R. Las lesiones del estriado dorsal perjudican la adquisicién de
este tipo de tarea, sin afectar la adquisicion de la tarea espacial (Packard & McGaugh,
1992).

Otros estudios numerosos han utilizado lesiones irreversibles en el estriado
antes del entrenamiento, para demostrar deficiencias en la adquisicion de tareas de
aprendizaje que tedricamente podrian ser adquiridas por un sistema de memoria de
tipo S-R o de habitos. Por ejemplo en ratas, las lesiones del estriado perjudican la
adquisicién de la conducta de evitacidn activa bidireccional (Green, Beatty, &
Schwartzbaum, 1967; Kirkby & Kimble, 1968; Neill & Grossman, 1970),
discriminaciones tactiles simultdneas, conducta de callejon recto simple (Kirkby,
Polgar, & Coyle, 1981; Salinas & White, 1998), memoria de referencia invariante en
una tarea de laberinto radial con solo cuatro brazos reforzados (Colombo, Davis, &
Volpe, 1989), aprendizaje de discriminacion de condicionamiento visual (Reading,
Dunnett, & Robbins, 1991; Winocur & Eskes, 1998).

3.2.2. Heterogeneidad funcional del estriado.

Como ha sido mencionado anteriormente el estriado es, a pesar de su aparente
homogeneidad, una estructura heterogénea debido a las diversas aferencias que
contiene, las cuales conectan con regiones especificas de esta estructura cerebral.
Esta heterogeneidad permite que el estriado procese la informacion de forma modular,
presentando diferentes funciones dependiendo de la region que sea analizada.

En particular la principal divisién regional relacionada con el procesamiento de
informacion en el aprendizaje y la memoria es la que divide al estriado en las regiones
dorsolateral, dorsomedial y ventral. La primera ha sido relacionada con el aprendizaje
de habitos o de S-R; la segunda con el aprendizaje de acciones dirigidas a un objetivo
o meta (GDA, por sus siglas en inglés goal-directed actions) y la uUltima se cree que
puede participar también en el procesamiento de informacion emotiva debido a que
posee conexiones similares a las del nacleo accumbens incluyendo una fuerte entrada
glutamatérgica proveniente de la amigdala (Yin & Knowlton, 2006). Sin embargo, no
hay estudios que comprueben esta teoria.
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Como puede ser observado en el apartado 3.2.1, los primeros esfuerzos para
comprender las funciones del estriado, fueron fuertemente influenciados por la teoria
de S-R/reforzador. De acuerdo con la opinion dominante, el estriado es el responsable
del aprendizaje S-R reforzado por recompensas por medio de un proceso gradual de
formacion de habitos (Miller, 1981; Robbins, Giardini, Jones, Reading, & Sahakian,
1990; Yin & Knowlton, 2006).

Sin embargo, a pesar de la evidencia de la participacion del estriado en el
aprendizaje de habitos, muchos otros hallazgos no pueden ser explicados con este
tipo de aprendizaje. Por ejemplo, los estudios que registran neuronas del nucleo
caudado en monos que realizan una tarea de sacadas, han demostrado que la
actividad neuronal que codifica para la direccion preferida de la sacada podria cambiar
con respecto a la ausencia o presencia del reforzamiento; ademas, esta actividad se
modifica rapidamente a medida que se presentan nuevas contingencias (Kawagoe,
Takikawa, & Hikosaka, 1998; Lauwereyns et al., 2002a; Lauwereyns, Watanabe, Coe,
& Hikosaka, 2002b). La grabacion simultanea de la actividad eléctrica en la corteza
prefrontal (PFC) y el estriado, ha demostrado que la actividad de esta Ultima estructura
se adapta rapidamente a la contingencia antes que la actividad de la PFC. Incluso
dicha actividad puede adaptarse a las nuevas contingencias antes de que se
produzcan mejoras significativas en el desempefio conductual (Pasupathy & Miller,
2005). Estos datos demuestran que ciertos mecanismos del aprendizaje en el estriado
no tienen las caracteristicas del aprendizaje de habitos, que la anticipacion a las
recompensas futuras tiene un papel crucial en la regulacién de la actividad estriatal y
gue los cambios en la actividad neuronal como resultado del aprendizaje ocurren a un
ritmo demasiado rapido para ser explicado por los cambios lentos y graduales
planteados por la teoria tradicional de S-R/reforzador (Yin & Knowlton, 2006).

Estos resultados variables en la funcionalidad del estriado probablemente se
deben a que en muchos de los primeros estudios, se realizaron lesiones muy amplias
en el estriado de roedores, sin tener en cuenta la distincion medial/lateral de esta
estructura; pero, dado que el dafio parece haber sido mas prominente en la region
lateral; esto explicaria por qué la mayoria de los resultados sugieren una mayor
participacion del estriado en el aprendizaje de habitos (Yin & Knowlton, 2006). De
hecho en primates el estriado esta funcionalmente especializado y dividido en dos

regiones circunscritas: por un lado se encuentra el nucleo caudado, que recibe
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entradas de las cortezas de asociacion (el cual corresponde a la region dorsomedial
del estriado de roedores) y por otro lado se encuentra el putamen, que recibe entradas
principalmente de las cortezas sensorio-motoras (correspondiendo a la region
dorsolateral del estriado de roedores) (Joel & Weiner, 2000).

Estos estudios han demostrado que el DMS, al igual que el hipocampo dorsal,
esta involucrado en el aprendizaje de lugar o flexible; mientras que el DLS participa
en el aprendizaje de respuesta o inflexible. En particular, las lesiones del DMS dan
como resultado una preferencia por la respuesta basada en pistas en la tarea del
laberinto acuatico. Teniendo en cuenta estos resultados y los diferentes patrones de
conectividad anatémica, se ha propuesto que el DMS pertenece al mismo sistema
funcional que el hipocampo (Devan, McDonald, & White, 1999; Devan & White, 1999).

Otros estudios han demostrado que en una tarea de intervalos variables de
palanqueo (la cual se sabe que induce un aprendizaje de habitos) es insensible al
protocolo de devaluacién de la recompensa; sin embargo cuando los animales reciben
una lesidén excitotoxica en el DLS, se produce una disminucion en el nimero de
respuestas de palanqueo en comparacion al grupo control, mostrando un dafio en el
sistema de aprendizaje de habitos; mientras que posiblemente, el sistema alternativo
de GDA, es decir el DMS, suple al DLS en el control de la conducta (Yin & Knowlton,
2006).

En otro estudio, para evaluar el papel del DMS en el aprendizaje de GDA, se
utilizé un procedimiento de entrenamiento con dos acciones y dos resultados bajo un
programa de razon variable. El cual, se sabe genera un aprendizaje de GDA que es
sensible a la devaluacion de la asociacion y a la degradacion de la contingencia
(Colwill & Rescorla, 1988). Tanto las lesiones pre y post-entrenamiento, asi como la
inactivaciéon reversible del DMS (principalmente la region posterior), bloquearon la
sensibilidad a la devaluacion y degradacion de la tarea (Yin, Ostlund, Knowlton, &
Balleine, 2005). Ademas, el bloqueo local de los receptores NMDA (N-metil-d-
aspartato), que son necesarios para la induccion del LTP en esta region, previno
especificamente el aprendizaje de nuevas contingencias GDA sin perjudicar el
desemperio de la tarea (Yin, Knowlton, & Balleine, 2005). Por lo tanto, el DMS parece
ser un sustrato neuronal crucial para el aprendizaje y la expresion de las acciones

dirigidas a objetivos. Cuando esta regién se encuentra blogueada, el comportamiento
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del animal se vuelve habitual incluso en condiciones de entrenamiento que resultan
en aprendizajes de GDA para ratas del grupo control (Yin & Knowlton, 2006).

Estos estudios dejan en claro como el estriado funciona como una estructura
modular que es capaz de procesar distintos tipos de informacion y controlar distintos
aspectos de la conducta en particular de la conducta instrumental, lo que ademas
podria significar que estos modulos podrian activarse dependiendo de los

requerimientos cognitivos a los cuales se enfrenta el sujeto en un momento dado.

3.2.3. El estriado y la navegacion espacial

El andlisis de los efectos de lesiones circunscritas realizadas en el estriado en
la conducta, sugieren la especializacion regional en el aprendizaje y la toma de
decisiones (Wickens, Budd, Hyland, & Arbuthnott, 2007). Ademas, el estriado ha sido
fuertemente relacionado con las conductas de navegacion (Mizumori, Yeshenko, Gill,
& Davis, 2004; Poldrack & Packard, 2003; Yeshenko, Guazzelli, & Mizumori, 2004),
de esta manera, se ha propuesto que las lesiones en el estriado afectan las conductas
gue consisten en relacionar un estimulo reforzarte con su ubicacion espacial,
presentandose un intervalo de tiempo entre la presentacion del estimulo y la solicitud
que se le hace al sujeto para que lo ubique; estas conductas son comunmente
denominadas de respuesta demorada; de igual forma se ha visto este efecto en las
conductas de evitacion condicionada (Packard & Knowlton, 2002).

El estriado durante mucho tiempo ha sido considerado selectivamente
importante para la memoria no declarativa como la de procedimiento o instrumental.
Esto se contrapone con el procesamiento de contexto espacial que se suele atribuir al
hipocampo. Sin embargo, la evidencia neurofisiologica de los mecanismos de
navegacion adaptativa revela que distintos sistemas neuronales como el estriado y el
hipocampo continuamente procesan informacion pertinente a la tarea,
independientemente de la estrategia cognitiva escogida; por ejemplo, las
representaciones neuronales tanto del hipocampo y del estriado reflejan la ubicacién
espacial, la direccion de la cabeza, la ubicacién de la recompensa, y las caracteristicas
del movimiento egoceéntrico. Por lo tanto, el procesamiento continuo en paralelo a
través de sistemas de memoria puede ser la norma y no la excepcion (Mizumori,
Puryear, & Martig, 2009).
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La participacion del estriado en los sistemas de navegacion se ve sustentada
dado que la frecuencia de disparo de muchas neuronas estriatales se encuentra
modulada por movimientos egoceéntricos, cuando se registran ratas que se mueven
libremente durante una tarea de memoria espacial en un laberinto (Mizumori, Cooper,
Leutgeb, & Pratt, 2000; Yeshenko et al., 2004). Muchas de estas neuronas estriatales
son sensitivas al movimiento y parecen estar relacionadas con los componentes de
velocidad y aceleracion (Yeshenko et al., 2004); ademas de que se ha observado un
incremento de disparo relativo en las neuronas estriatales asociadas a la direccion de
la cabeza cuando el animal explora un ambiente (Mizumori et al., 2000).

La informacion procesada acerca de movimientos especificos o secuencias de
movimientos, modulan la expresion de campos de lugar estriatales, siendo mas
sensibles al reconocimiento del cambio de un lugar de recompensa en un ambiente
familiar, que los producidos por las neuronas hipocampales, por esta razén se les ha
denominado como células de lugar del estriado (Mizumori et al., 2004; Yeshenko et
al., 2004).

4. EL HIPOCAMPO

Otra estructura que participa en procesos cognitivos como el aprendizaje y la
memoria es el hipocampo. Dicha estructura cerebral ha sido ampliamente estudiada
desde que en 1957 fuese publicado el caso del paciente HM (siglas de Henry
Molaison, utilizadas para proteger su privacidad), el cual fue sometido a una cirugia
de extirpacion bilateral del I6bulo temporal medial como tratamiento contra la epilepsia
gue sufria desde los 10 afios. Dicha cirugia gener6 una severa amnesia anterograda
y permitié vincular al hipocampo con el procesamiento y almacenamiento de la

informacion que da lugar a la memoria de largo plazo (Scoville & Milner, 1957).

4.1. Anatomia

El hipocampo recibe su nombre por su semejanza a un hipocampo o caballito
de mar. Dicha estructura se encuentra ubicada dorsalmente en roedores y
ventralmente en humanos. Esta estructura consta de tres divisiones

citoarquectonicamente distintas; El giro dentado (GD), el cuerno de Amoén o Cornu
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Ammonis (CA), que esta subdividido en tres campos (CA1l, CA2 y CA3) y el subiculo
(Figura 13). Las tres divisiones del hipocampo comparten la apariencia caracteristica
de tres capas que en una clasificacion mas antigua se consideraba la caracteristica
definitoria del llamado allocortex o allocorteza (Witter, 2012; Witter, Groenewegen,
Lopes da Silva, & Lohman, 1989).

Hipocampo

Figura 13. A. Seccion coronal de un cerebro de rata tefiido con violeta de cresilo mostrando el
hipocampo en la regidn dorsal y la corteza. B. Seccion coronal de un cerebro humano que muestra la
corteza y el hipocampo ubicado en la regién ventral. C. Acercamiento al hipocampo de rata en donde
se sefialan las regiones de CA1, CA2, CA3 y GD. Las barras de escala equivalen a 5 mm en todas las
imagenes. Modificado de DeFelipe (2015) y Paxinos y Watson (2007).

4.1.1. Giro dentado

El giro dentado estd comprendido por tres capas. La mas superficial se
denomina capa molecular, la cual se encuentra relativamente libre de células y una
parte sustancial esta cerca de la fisura hipocampal. Le sigue la capa celular principal
0 capa granular compuesta principalmente por apilamientos columnares densamente
empaquetados de células granulares, se encuentra justo debajo de la capa molecular.
La capa granular y la capa molecular forman una estructura en forma de "V" o "U",
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dependiendo de la posicion septo-temporal. La porcion de la capa granular adyacente
a CAly a la fisura hipocampal, se denomina banda interna (también es denominada
banda superior, suprapiramidal, dorsal o encerrada) y la porcion restante de la capa
granular se denomina banda externa (también es denominada banda inferior
infrapiramidal, ventral o libre). El punto donde se unen las dos bandas se llama gino,
apice o cresta. La capa de células granulares rodea la tercer capa del GD, llamada
hilus o capa polimorfica (Cappaert, Van Strien, & Witter, 2015).

La capa molecular esta ocupada principalmente por las dendritas de las células
granulares, células en canasta y diversas células polimérficas, asi como las
arborizaciones axonales terminales de varias fuentes. Sin embargo, algunos tipos de
células neuronales también se encuentran en la capa molecular (Cappaert et al.,
2015). Las células en canasta que tienen un cuerpo celular multipolar o triangular y
dan lugar a un axén que parece contribuir al plexo de la cesta dentro de la capa
granular. Estas células se tifien positivamente para el péptido intestinal vasoactivo
(VIP por sus siglas en inglés vasoactive intestinal peptide) y tienen dendritas sin
espinas que permanecen principalmente dentro de la capa molecular (Hazlett &
Farkas, 1978; Kosaka, Hama, & Nagatsu, 1987; Kosaka, Hama, & Wu, 1984; Ribak &
Seress, 1983). También se encuentran las células candelabro o célula axoaxonicas,
llamadas asi por el hecho de que su axon desciende desde la capa molecular hasta
la capa granular, se colateraliza profusamente y luego termina exclusivamente en los
segmentos axonicos iniciales de las células granulares (Kosaka, 1983; Somogyi et al.,
1985; Soriano & Frotscher, 1989). Otro tipo celular son las células de la capa molecular
asociadas a la via perforante (MOPP por sus siglas en inglés molecular layer perforant
path-associated cell) las cuales tienen su soma en la profundidad de la capa
molecular, debido a su distribucién axonal preferencial dentro de los dos tercios
externos de la capa molecular (Han, Buhl, Lérinczi, & Somogyi, 1993).

El tipo celular principal del GD son las células granulares. Las estimaciones van
desde aproximadamente 600 mil hasta 2.2 millones en el GD de rata (Amaral,
Ishizuka, & Claiborne, 1990; Boss, Peterson, & Maxwell Cowan, 1985; Gaarskjaer,
1978; Seress & Pokorny, 1981; West, Coleman, & Flood, 1988). Esta variabilidad en
el conteo es debida principalmente a la proliferacion de células granulares, que
continda lentamente durante la vida adulta (neurogénesis) (Bayer, Yackel, & Puri,
1982; Bayer, 1982; Kempermann, Song, & Gage, 2015). Las células granulares del
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GD tienen un cuerpo celular eliptico con un ancho de 10 um y una altura de 16 pm
aproximadamente (Figura 14). Cada célula granular esté estrechamente unida a otras
del mismo tipo y en la mayoria de los casos no hay ninguna envoltura glial que
intervenga entre las células (Claiborne, Amaral, & Cowan, 1990; Desmond & Levy,
1982).

Figura 14. Neurona granular del giro dentado. A. fotomicrografia y B. Dibujo lineal de una célula
granular prototipica que fue rellenada de Lucifer-yellow en una corte hipocampal. Las dendritas surgen
principalmente de la superficie apical del cuerpo celular, y el axén emerge de la superficie basal. Las
dendritas espinosas se extienden en la capa molecular hasta la fisura hipocampal, y el axén se
colateraliza profusamente dentro de la capa polimdrfica. Barra de calibracion 1/4 25 mm para A 'y 20
mm para B. Modificado de Amaral, Scharfman y Lavenex (2007).

La célula granular tiene un arbol dendritico espinoso muy caracteristico en
forma de cono con todas las ramas dirigidas hacia la porcion superficial de la capa
molecular; la mayoria de las puntas distales del arbol dendritico terminan justo en la
fisura del hipocampo o en la superficie ventricular (Claiborne et al., 1990; Desmond &
Levy, 1982). Los arboles dendriticos de las células de granulares que estan ubicados
en la banda interna o superior, tienden a ser mas grandes en promedio
(aproximadamente 3.500 pym) que los de las células de la banda externa o inferior
(aproximadamente 2.800 um). Interesantemente las células ubicadas mas
profundamente en el GD, tienen un Unico proceso apical que asciende, sin

ramificacion, entre las células mas superficiales, al llegar a la capa molecular, esta
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dendrita comienza a ramificarse de manera similar a las de las neuronas mas
superficialmente posicionadas. Las dendritas de todas las células granulares de la
capa molecular tienen numerosas espinas dendriticas, que aumentan de longitud
conforme se alejan del soma (Stanfield & Cowan, 1979; Vuksic et al., 2008).
Curiosamente, las células que se encuentran superficialmente en la capa granular a
menudo muestran espinas somaticas en la superficie del soma que da cara a la capa
molecular (Victoria Stirling & Bliss, 1978).

Otro tipo celular encontrado en la capa granular son las células en canasta, las
cuales se ubican en una subregion de la capa granular denominada capa subgranular,
la cual se ubica entre la capa mas profunda de la capa granular y el hilus. Los somas
de las células en canasta son de forma piramidal y reciben el nombre de células
encanasta debido a que los axones de estas células forman plexos pericelulares que
rodean los somas de las células granulares. Fueron descritas por Ramon y Cajal
(1909) y sus somas de 25-35 ym de diametro tienen una unica dendrita apical principal
sin espinas, la cual se dirige hacia capa molecular para luego dividirse en varias ramas
sin espinas, ademas de dos o tres dendritas basales primarias que se ramifican y
extienden en el hilus. También se ha descrito un segundo tipo de células en canasta,
que tienen un &rbol dendritico restringido al hilus.

Dentro de la misma region subgranular se encuentran otros tipos celulares con
formas de soma y configuraciones dendriticas claramente distintas. Algunos de estos
son multipolares con varias dendritas sin espinas, que entran en la capa molecular y
en el hilus, mientras que otros tienden a ser méas fusiformes con una forma de
distribucion dendritica similar. Todas estas células comparten caracteristicas
estructurales finas tales como nucleos con invaginaciones, citoplasma soméatico
extenso con cuerpos de Nissl grandes y varillas intranucleares (Ribak & Seress, 1983;
Seress & Ribak, 1983; Seress & Ribak, 1984; Seress & Ribak, 1985; Seress & Ribak,
1990). Estas células contribuyen a la inervacion dentro de la capa celular granular o
envian sus axones a la capa molecular (Freund & Buzsaki, 1996). Muchas de estas
neuronas son inmunorreactivas para GABA y lo mas probable es que modulen la
actividad de las células granulares (Cappaert et al., 2015).

Con respecto a los tipos celulares que se encuentran en el hilus, es poco lo que
se sabe sobre la mayoria de ellos. El tipo de célula mas comun, es la célula musgosa.
Los cuerpos celulares de las células musgosas son grandes (25-35 uym) y son a
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menudo de forma triangular o multipolar. Tres 0 mas dendritas gruesas emergen del
cuerpo celular y se extienden por largas distancias dentro del hilus, de vez en cuando
una dendrita también se extiende a través de la capa granular y la capa molecular.
Las dendritas de células musgosas practicamente nunca salen de los confines del
hilus. Cada dendrita principal se bifurca una o dos veces y generalmente da lugar a
unas cuantas ramas laterales. La caracteristica mas distintiva de la célula musgosa
es gue todas las dendritas proximales estan cubiertas por espinas muy grandes y
complejas llamadas "excrecencias torneadas" que son los sitios de terminacién de los
axones de las fibras musgosas (Frotscher, Seress, Schwerdtfeger, & Buhl, 1991;
Ribak, Seress, & Amaral, 1985). Aunque las excrecencias torneadas también se
observan en las dendritas proximales de las células piramidales en CA3, son mas
densas en las células musgosas. Las dendritas distales de la célula musgosa tienen
espinas pedunculadas tipicas que son menos densas que en las células piramidales
del hipocampo (Cappaert et al., 2015).

Otro tipo de células que también se encuentran en el hilus son las células de
tipo fusiforme. Las dendritas de estos tipos de células se ubican principalmente
paralelas a la capa granular y pueden extenderse para casi toda la longitud de una
banda del GD. También hay un grupo de células pequefas, redondas o multipolares
en el hilus que dan lugar a un plexo estrellado de delgadas dendritas sin espinas 'y a
un plexo axonal local ramificado. En algunos casos, se ha informado que estas células
distribuyen axones en el CA, llegando incluso hasta el subiculo (Sik, Penttonen, &
Buzsaki, 1997). También se han descrito células multipolares de espina larga con un
arbol dendritico confinado al hilus, similar a las células descritas anteriormente, que
se proyectan a los dos tercios externos de la capa molecular (Han et al., 1993).
Aparentemente estan inervadas por las fibras musgosas (Gulyas, Miettinen,
Jacobowitz, & Freund, 1992) y distribuyen un axén principal en la sustancia blanca
subyacente, lo que sugiere que estas células se proyectan fuera del hipocampo
(Amaral, 1978; Freund & Buzsaki, 1996). Finalmente, también se han descrito células
de candelabros que tienen un arbol dendritico confinado al hilus y pueden recibir
conexiones de las fibras musgosas. La mayoria de sus axones terminan en los
segmentos axonicos iniciales de las células musgosas (Martinez, Libke, Del Rio,
Soriano, & Frotscher, 1996).
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4.1.2. El cuerno de Amo6n o Cornu Ammonis

El CA se encuentra dividido en tres regiones CA3, CA2 y CAL. Las regiones
CA3 y CA2 se caracterizan a primera vista por tener células grandes mientras que el
CALl tiene células mas pequeiias. Ademas de las diferencias en el tamafo de las
células piramidales en CA3 y CAl, existe una clara diferencia de conexion. Las células
piramidales del CA3 reciben entradas de la fibra musgosa del GD, no asi las células
piramidales del CAL. La region de CA2 es cuestion de controversia. Segun lo definido
originalmente por Lorente de N6, era una zona estrecha de células interpuestas entre
CA3 y CAl que tenian cuerpos celulares grandes como CA3, pero no reciben
inervacion de las fibras musgosas. La evidencia reciente indica que efectivamente hay
una CA2 estrecho (250 um aproximadamente), localizado distal al bulbo final de la
proyeccién de las fibras musgosas. Esta region tiene diferencias en sus conexiones y
sus funciones en comparacion con las otras regiones del CA (Jones & McHugh, 2011,
Piskorowski & Chevaleyre, 2012).

El CA también posee una organizacion laminar, la cual es generalmente similar
para todas sus regiones. La capa celular principal se denomina capa piramidal o
stratum pyramidale. La capa anexa, relativamente libre de células y situada mas
profundamente que la capa piramidal, se llama stratum oriens. Unicamente en la
region de CA3, se encuentra una estrecha zona acelular, llamada stratum lucidum, la
cual se encuentra justo encima de la capa celular piramidal, y est4 ocupada por los
axones de las fibras musgosas provenientes del GD. En el extremo distal del stratum
lucidum hay un ligero engrosamiento de la capa donde las fibras musgosas se doblan
temporalmente. Este "bulbo final" marca el borde entre CA3 y CA2. Debido a que el
haz de fibras musgosas no termina de forma abrupta, es posible que dentro de esta
region de region de transicion entre CA3 distal y CA2 esté presente una poblacion
mixta de CA3 conectada a fibra musgosa y neuronas CA2 no conectadas (Cappaert
et al., 2015).

34
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Figura 15. Dibujo en cdmara lucida de una neurona piramidal de CA3 localizada en la porciéon media
del campo. Dado que esta neurona se encuentra fuera de la zona del haz de fibras musgosas
infrapiramidal, la mayoria de las excrecencias torneadas se localizan en las dendritas proximales
apicales. El ax6n de esta neurona estd indicado por una punta de flecha. pcl, capa de células
piramidales; sl, stratum lucidum; so, stratum oriens; sr, stratum radiatum. Barra de escala equivalente
a 100 pm. Modificado de Andersen, Morris, Amaral, Bliss y O' Keefe (2009).
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Sobre el stratum lucidum del CA3 y sobre la capa piramidal de CA2 y CA1l, se
encuentra el stratum radiatum. En esta capa se encuentran las conexiones de
asociacion (entre las neuronas del CA3) y las conexiones colaterales de Schaffer (CA3
hacia CAl). La parte méas superficial del hipocampo se denomina stratum lacunosum
moleculare, en el que las fibras de la via perforante procedentes de la corteza
entorrinal se desplazan y terminan; a esta region también llegan conexiones con otras
regiones como por ejemplo el ndcleo reuniens en la linea medial del tAlamo que
conecta con el CA1 (Cappaert et al., 2015).

El principal tipo neuronal del CA es la neurona piramidal, que constituye la gran
mayoria de las neuronas en la capa piramidal. Generalmente, este tipo neuronal tiene
un arbol dendritico basal que se extiende dentro del stratum oriens y un arbol
dendritico apical que se extiende hasta la fisura hipocampal. Las dendritas de las
neuronas piramidales del CA3 proximas al GD muestran excrecencias torneadas (es
decir, los componentes postsinapticos de las sinapsis entre las fibras musgosas de
las células granulares del GD y las dendritas de las neuronas piramidales del CA3).
Estas excrecencias se observan en las dendritas basales y apicales, a diferencia de
las neuronas del CA3 mas alejadas del GD (Figura 15), donde estas excrecencias se
ubican principalmente en las dendritas apicales; esto implica que existe un mayor
aporte, por parte de las fibras musgosas, a estas neuronas en particular (Cappaert et
al., 2015; Freund & Buzsaki, 1996; Klausberger, 2009; Scorcioni, Lazarewicz, & Ascoli,
2004; Somogyi & Klausberger, 2005; Spruston, 2008).

A diferencia del CA3, las neuronas piramidales del CA2 aparentemente no
reciben conexiones de las fibras musgosas y carecen de las excrecencias torneadas
(Ishizuka, Cowan, & Amaral, 1995; Lorente de NO, 1934). EI CA2 contiene una
poblacién mixta de neuronas grandes, similares a las del CA3, asi como células con
arboles dendriticos mas pequefios, parecidas a las neuronas piramidales del CA1l
(Figura 16). Las dendritas apicales de las neuronas piramidales CA2 se ramifican mas
en el stratum lacunosum-moleculare; mientras que en el CA3, las dendritas apicales
se ramifican mas en el stratum radiatum (Ishizuka et al., 1995). La mayor parte de la
longitud dendritica de las neuronas piramidales del CA2 se encuentra en el stratum
oriens (38%), aproximadamente el 31% en el estrato radiactivo y el 31% en el estrato
lacunosum-moleculare, mientras que en el CAl las células piramidales tienden a ser

mas pequefas y mas homogéneas que las del CA3y el CA2. Los arboles dendriticos
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de las células piramidales del CAL1 tienen una longitud media de 13.5 mm (Ishizuka et
al., 1995) y 47% de la longitud dendritica se encuentra en el stratum radiatum, 34%
en el stratum oriens y el 18% en el stratum lacunosum-moleculare (Figura 17). Las
células piramidales del CALl reciben 92% de su entrada GABAérgica en las dendritas
(Klausberger, 2009). La porcién proximal de la dendrita apical de las células
piramidales, de hasta 200 um de distancia del soma, recibe el aporte preferencial de
las interneuronas GABAGérgicas, mientras que las porciones mas distales reciben
densidades crecientes de entradas excitatorias (Papp, Leinekugel, Henze, Lee, &
Buzsaki, 2001). Al menos dos tipos de neuronas piramidales se pueden diferenciar
quimioarquitecténicamente en el CAL; la subcapa superficial que es positiva para
calbindina y la subcapa calbindina negativa que se ubica mas profundamente en la
capa piramidal (Somogyi, 2010).

Existen varios tipos de células no piramidales en el stratum oriens, el stratum
radiatum y el stratum lacunosum-moleculare del CA. La gran mayoria de estas
interneuronas son inmunorreactivas para marcadores de GABA. Estas interneuronas
GABAérgicas, se diferencian en al menos 8 subclases caracterizadas por diferentes
marcadores como parvalbumina, calretinina, calbindina, NPY, somatostatina,
colecistocinina, VIP y NOS (Jinno & Kosaka, 2006).

En CA3, la mayoria de las neuronas GABAérgicas son positivas para calbindina
o NPY. Lo mismo sucede en el CA1, con una proporcion adicional de neuronas
positivas para parvalblmina y somatostatina. Todas estas interneuronas
quimicamente definidas muestran diferencias en sus densidades a lo largo del eje
septo-temporal (Jinno & Kosaka, 2006). Existe una clara correlacion entre las clases
definidas  quimicamente 'y las clases de interneuronas definidas
electrofisiolégicamente (Jinno & Kosaka, 2006), aunque una serie de revisiones
recientes han contribuido sustancialmente a nuestra comprension de como se

relacionan las dos (Klausberger & Somogyi, 2008).
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Neurona piramidal de CA2
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Figura 16. Dibujo en camara lucida de una neurona piramidal de CA2. Aunque el tamafio y las
caracteristicas generales de esta neurona son similares a las neuronas de CA3, no hay excrecencias
torneadas en las dendritas proximales apicales. El axdn de esta neurona esta indicado por una punta
de flecha. CA1l, region de CA1; CAS, regién de CAS3; Hf, fisura hipocampal; pcl, capa de células
piramidales; sl, stratum lucidum; sl-m, stratum lacunosum-moleculare; so, stratum oriens; sr, stratum
radiatum. Bar = 100 pm. Modificado de Andersen et al. (2009).
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Neurona piramidal de CA1
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Figura 17. Dibujo en camara lucida de una neurona piramidal de CA1 de la porcién media del campo.
Las ramas laterales se originan de las dendritas primarias en toda la extensién del stratum radiatum.
Obsérvese las trayectorias curvas e irregulares de las ramas dendriticas en el stratum lacunosum-
moleculare. El axdn de esta neurona esta indicado por una punta de flecha. CA1, regién de CAl; CA3,
Region de CAS; Hf, fisura hipocampal; pcl, capa de células piramidales; sl, stratum lucidum; sl-m,
stratum lacunosum-moleculare; so, stratum oriens; sr, stratum radiatum. Bar = 100 um. Modificado de
Andersen et al. (2009).
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4.2. Conectividad

Las distintas capas que se observan en el hipocampo, no solo estan
caracterizadas por el tipo de células que las conforman sino, principalmente por las
conexiones que alli arriban. Es esta variedad de conexiones las que explican el papel
de procesador multimodal que tiene el hipocampo. La principal entrada al hipocampo
es un circuito prominente y topoldgicamente dispuesto entre las cortezas
parahipocampales y el hipocampo; esta via que conecta a la corteza entorrinal (CE) y
gue entra en el hipocampo se conoce como la via perforante. De acuerdo con la vision
estandar, sélo las proyecciones de la capa Il de la CE se extienden a toda la extension
transversal del GD y del CA3. Pero realmente, las capas lll, Vy VI de la CE (Figura
18), también contribuyen a esta proyeccion, aunque en menor medida (van Strien,
Cappaert, & Witter, 2009).

Especificamente, la CE lateral proyecta al tercio externo de la capa molecular
del GD, y la CE medial proyecta al tercio medio de esta capa. Un patron similar de
convergencia se observa en el CA3, donde la proyeccion de la CE lateral termina en
la parte superficial del stratum lacunosum-moleculare y la proyeccién de la CE medial
termina en la parte profunda de esta capa (Sporns & Tononi, 2007). Ademas de esta
convergencia, también se puede observar una divergencia de las proyecciones de la
CE con el GD y el CA3, ya que las neuronas de la capa Il proyectan tanto al GD como
al CA3 (Steward, 1976; Tamamaki & Nojyo, 1993).

Aungue la via perforante es la entrada de informacion al hipocampo mas
reconocida, la CE también presenta eferencias hacia el CAl y el subiculo, sin
embargo, esta conexion es diferente. El origen de la proyeccién de la CE al stratum
lacunosum-moleculare del CAl y a la capa molecular del subiculo, se encuentra en la
capa lll, aunque también, otras capas (ll, V y VI) contribuyen en menor medida a esta
proyeccion (Cappaert et al., 2015; van Strien et al., 2009).

La conectividad dentro del hipocampo tiene como primer paso una proyeccion
unidireccional desde el GD hacia el CA3 conocida como las fibras musgosas. Como
siguiente paso se encuentran las colaterales de Schaffer, que se originan en el CA3 'y
proyectan al CAl. Una mirada detallada a estas conexiones muestra una topologia
interesante a lo largo del eje transversal. La parte distal del CA3 proyecta al CAl
proximal y, a la inversa, la parte proximal del CA3 proyecta al CA1 distal. La topografia

de las proyecciones que surgen de las porciones medias en el eje préximo-distal del
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CAS3 se encuentran entre estos dos patrones de proyeccion (Ishizuka, Weber, &
Amaral, 1990; Laurberg, 1979; Laurberg & Sgrensen, 1981, van Strien et al., 2009).
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Figura 18. Esquema de los circuitos parahipocampal-hipocampo, las proyecciones neocorticales estan
dirigidas a la region parahipocampal (PHR), que a su vez proporciona la principal fuente de informacién
para el hipocampo. En la PHR, se observan dos corrientes de proyeccion paralelas: la corteza perirrinal
(PER) proyecta a la corteza entorrinal lateral (LEA) y la corteza postrrinal (POR) proyecta a la corteza
entorrinal medial (MEA). La corteza entorrinal (CE) retoma las conexiones de la PER y la POR. Ademas,
la CE recibe informacion del presubiculum (PrS). La CE es la fuente de la via perforante, que se
proyecta a todas las subregiones de la formacién del hipocampo. La capa Il de la entorrinal proyecta al
giro dentado (GD) y CA3, mientras que la capa lll proyecta a CAl y el subiculo (Sub). La via
polisinaptica, una version extendida de la via tradicional trisinaptica, describe una ruta unidireccional
que conecta todas las subregiones del hipocampo secuencialmente. En resumen, las células
granulares del GD dan lugar a la via de las fibras musgosas, que apunta hacia el CA3. Las colaterales
de Schaffer del CA3 proyectan hacia el CAl y, por Gltimo, el CA1 proyecta hacia el Sub. La salida del
hipocampo surge en el CA1y el Sub y se dirige a la PHR, en particular a las capas profundas de la CE.
Los nimeros romanos indican la capas corticales (van Strien et al., 2009).
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El dltimo paso es la proyeccion del CA1 al subiculo. La parte proximal de la
capa de células piramidales del CA1 proyecta hacia el subiculo distal, mientras que el
CA1 distal lo hace hacia la parte proximal del subiculo (Amaral, Dolorfo, & Alvarez-
Royo, 1991; Naber, Lopes da Silva, & Witter, 2001; Swanson, Sawchenko, & Cowan,
1981; Tamamaki & Nojyo, 1990; Van Groen & Wyss, 1990).

Las principales proyecciones de salida del hipocampo son las conexiones que
tienen el CAl y el subiculo con la CE, estas conexiones terminan principalmente en
las capas profundas de la CE. Sin embargo, varios autores han reportado
proyecciones directas del CAl y el subiculo a las capas superficiales tanto de la CE
lateral como de la CE medial (Cenquizca & Swanson, 2007; Swanson, Wyss, &
Cowan, 1978).

4.3. Participaciéon del hipocampo en el aprendizaje y la memoria

Los primeros indicios sobre la participacion del hipocampo en el aprendizaje y
la memoria, provienen de estudios con pacientes que presentaban amnesia luego de
diferentes situaciones que repercutian en un dafio cerebral. El mas famoso de estos
casos es el del paciente H. M. que sufria de epilepsia severa y cuyas convulsiones
eran resistentes a los tratamientos antiepilépticos. Después de una cirugia bilateral
(en la que se removi6 gran parte del I6bulo temporal incluyendo dos terceras partes
del hipocampo y del giro hipocampal), sus convulsiones se redujeron, sin embargo, el
paciente presentd una profunda amnesia global que persisti6 hasta su muerte
(Scoville & Milner, 1957). El déficit de memoria de H.M. se observé como una
incapacidad para recordar material o episodios experimentados después de la
operacion (amnesia anterdgrada); de igual forma, también incluyé una incapacidad
para recordar informacion experimentada durante cierto periodo de tiempo antes de
la cirugia (amnesia retrégrada) (Andersen et al., 2009). Otros estudios también
realizados en humanos demostraron que eventos isquémicos que resultan en un dafio
permanente y generalizado del CA1l, producen un fuerte deterioro de la memoria
(Zola-Morgan, Squire, & Amaral, 1986); asi como el deterioro inducido por el
alcoholismo y la deficiencia dietaria de tiamina comunmente denominada psicosis de
Wernicke-Korsakoff (Andersen et al., 2009).

Estos efectos amnésicos observados en pacientes estimularon los esfuerzos

para disefiar modelos animales que también presentaran amnesia. Los primeros
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estudios fueron realizados en primates y examinaron los efectos de varias lesiones
del I6bulo temporal en tareas conductuales, como la alternancia tardia y la respuesta
tardia (Correll & Scoville, 1967; Orbach, Milner, & Rasmussen, 1960). Por otro lado,
también se analizé el desempefio conductual de ratas con lesiones hipocampales en
la adquisicion, retencion y extincion de la informacion espacial versus no espacial, el
aprendizaje contextual, la memoria de reconocimiento, el aprendizaje de
discriminacion concurrente y el aprendizaje representacional complejo (discriminacion
condicional y aprendizaje de patrones negativos) (Jarrard, 1993).

Dos teorias han dominado la investigacion sobre la funcion del hipocampo
durante los ultimos afios. La primera, es que esta involucrado en la formacion de
recuerdos de hechos cotidianos y de eventos que pueden ser conscientemente
recordados, lo cual es denominado como memoria declarativa (Squire, 1992; Squire,
Stark, & Clark, 2004). La segunda surge de las observaciones realizadas durante el
registro de la actividad eléctrica neuronal en roedores, y propone que el hipocampo
estd implicado en la memoria espacial y, mas especificamente, en la formacién de
mapas cognitivos y su uso en la navegacion a través del espacio (Burgess, Maguire,
& O'Keefe, 2002; O'Keefe & Nadel, 1978). Sin embargo, una tercer teoria ha cobrado
interés recientemente; la denominada teoria de la memoria episodica, propone que el
hipocampo participa en el procesamiento y almacenamiento de un evento Unico o de
una secuencia temporal de eventos que comprenden colectivamente un episodio
(Andersen et al., 2009).

4.3.1. Teoria de la memoria declarativa

Segun la primera teoria la principal funcién del hipocampo es la formacion de
la memoria, de la cual, esta estructura posee un rol selectivo en la mediacion de la
memoria de hechos y eventos, llamada “memoria declarativa.” Este es el tipo de
memoria que en seres humanos puede ser recordada conscientemente. Aunque el
hipocampo es parte esencial de este tipo de memoria, es solo una parte de un mayor
namero de estructuras que comprenden el “sistema de memoria del I6bulo temporal
medial.” Aunque los componentes de este sistema pueden tener funciones distintas,
todos ellos operan colectivamente para mediar en la formacion y almacenamiento
inicial de memorias declarativas. Por dltimo, el papel del hipocampo en este tipo

memoria es por tiempo limitado; la informacion almacenada se reorganiza
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gradualmente a medida que pasa el tiempo después del aprendizaje. El hipocampo
contribuye a un proceso de consolidacion a nivel de sistemas dependiente del tiempo,
de tal forma que, una vez completado, las trazas de memoria a largo plazo se
almacenan en la corteza y la actividad neuronal en el hipocampo ya no es necesaria
y no estd involucrada durante la evocacion (Andersen et al.,, 2009; Squire, 1992;
Squire et al., 2004).

4.3.2. Teoria del mapa cognitivo

Por otro lado, la segunda teoria denominada “teoria del mapa cognitivo”, tiene
sus inicios en el descubrimiento de las células de lugar del hipocampo. Estas células
son neuronas que se caracterizan por presentar patrones de disparo que
generalmente aumentan de un nivel bajo a otro mas alto, cuando el animal en libre
movimiento, se mueve a través de una region particular del espacio (O'Keefe &
Dostrovsky, 1971). Posteriormente esta teoria se ve afianzada por el descubrimiento
de otra categoria de células sintonizadas espacialmente, las cuales son denominadas
células de direccidén de la cabeza, estas son neuronas que incrementan su tasa de
disparo cuando la cabeza de la rata apunta a una direccién particular en un entorno
familiar; independientemente de la ubicacion del animal en dicho entorno (Taube,
1998; Taube & Schwartzkroin, 1987).

Esta teoria esta basada en el concepto de representacién espacial, por lo que
plantea que el cerebro de los vertebrados posee un sistema neuronal llamado el
sistema local, el cual organiza la codificacién y la representacion de los estimulos
percibidos con respecto a un marco espacial alocéntrico o también denominado mapa
cognitivo; asi, las ubicaciones espaciales de los puntos de referencia se almacenan
en este mapa durante la exploracién. Este sistema local, que se encuentra ubicado en
el hipocampo, es utilizado para la navegacion espacial (O'Keefe & Nadel, 1978). Los
diferentes componentes anatomicos del hipocampo y demas estructuras relacionadas
estan implicados en la mediacion de diferentes aspectos del procesamiento de la
informacion espacial, por medio de la participacion de distintas clases de neuronas
que responden al lugar, a la direccion, a la vista y al movimiento del animal en el
espacio (Andersen et al., 2009; O'Keefe & Dostrovsky, 1971; Taube, 1998).

Segun la teoria del mapa cognitivo, el mapeo espacial evolucioné como uno de

los multiples sistemas de memoria del cerebro de los vertebrados, con sus propias
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leyes de aprendizaje caracteristicas de este sistema. Otros tipos de aprendizaje y
memoria incluyen mecanismos asociativos mas simples y ciertas tareas geométricas
que pueden ser adquiridas usando estrategias de "taxon". Estos otros sistemas
obedecen leyes de aprendizaje que son diferentes de las del sistema local (Andersen
et al., 2009; Nadel, 1991; O'Keefe & Nadel, 1979).

A diferencia de la limitacion temporal del hipocampo en la teoria de la memoria
declarativa la version original del mapa cognitivo dice que los mapas espaciales son
almacenados exclusivamente en el hipocampo, en el que se lleva acabo tanto la
codificacion inicial como el almacenamiento a largo plazo. Aunque la informacion
almacenada en esta estructura interactia con la informacion almacenada en otros
circuitos, con el propésito de guiar el comportamiento de navegacion (Andersen et al.,
2009; Nadel & Moscovitch, 1997; O'Keefe & Nadel, 1978).

Aunque el mapa cognitivo es puramente espacial en los animales, su
funcionamiento es aplicable al almacenamiento y la evocacibn de memorias
episodicas y linguisticas en seres humanos, gracias a la lateralizacion existente en
nuestros cerebros; de esta forma el hipocampo derecho mantiene una funcién
primordialmente espacial, mientras que el hipocampo izquierdo incorpora un sentido
temporal y de entidades linglisticas, por lo que juntos proporcionan la base para
mediar la memoria episddica (Andersen et al., 2009; O'Keefe & Nadel, 1978; Squire,
2004).

4.3.3. Teoria de la memoria episédica

Existe una tercera y nueva teoria sobre el funcionamiento hipocampal en el que
hay un interés creciente, esta dice que el hipocampo participa en ciertos aspectos de
la memoria episddica (en los seres humanos) y en una memoria llamada “de tipo
episodico” (en animales) (Andersen et al., 2009; O'Keefe & Nadel, 1978; Squire, 2004).
La memoria episodica, que fue introducida por primera vez por Tulving (1972) y
posteriormente fue elaborada de varias maneras (Schacter & Tulving, 1994; Tulving,
1983, 2005), este tipo de memoria se refiere al procesamiento y almacenamiento de
un evento Unico 0 a una secuencia temporal de eventos que comprenden
colectivamente un episodio. Como se definio originalmente, el contenido de la
memoria episddica es una representacion mental de "que" sucedié durante un evento,

asi como, "dénde" sucedid y "cuando” ocurrié (Tulving, 1972, 1983). De esta forma,
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recordar lo que hicimos en vacaciones, adonde fuimos y con quién estuvimos, seria
un ejemplo de memoria episdédica. Esto contrasta con la memoria semantica
(conocimiento factico o de hechos), la cual no esta vinculada a ningan contexto
temporo-espacial (Andersen et al., 2009).

El hipocampo forma parte de una red de estructuras cerebrales que median la
codificacion y recuperacion automatica de los eventos y los contextos en los que
ocurren (memoria tipo episddica). Distintas estructuras cerebrales, incluyendo el
I6bulo prefrontal, participan en aspectos diferentes y mas voluntarios, de este tipo de
memoria. Esto significa que las "relaciones espacio-temporales” de la definicion de
Tulving no pueden ser deliberadamente seleccionadas o ignoradas. la automaticidad
implica que los seres humanos normalmente no pueden "apagar el sistema" y decidir
voluntariamente a qué eventos prestan atencion o a qué caracteristicas del contexto
en el que se encuentran, son codificadas (Martin, Wiggs, & Weisberg, 1997; Morris &
Frey, 1997).

Otra caracteristica de la teoria de la memoria episodica es que las regiones del
hipocampo (por ejemplo, CAl, CA3, GD) estan implicadas diferencialmente en
componentes disociables de la memoria de tipo episédico, tales como la separacioén y
el completamiento de patrones (Andersen et al., 2009).

Por ultimo, es necesario decir que la memoria episédica y la memoria tipo
episodica se distinguen en que soélo la primera requiere de una conciencia
"autonoética"; es decir, de la capacidad humana de ubicarse mentalmente en el
pasado, en el futuro, o en situaciones imaginarias). En la actualidad, esto no puede
ser estudiado neurobiolégicamente, ademas de que la conciencia también puede ser
un atributo de la memoria tipo episddica en animales, pero no necesariamente esta

debe ser autonoética (Andersen et al., 2009; Tulving, 1983).

5. GENES DE EXPRESION INMEDIATA TEMPRANA

Son muchos los genes que podrian estar involucrados en la consolidacion de
la memoria, pero entre estos destacan los genes de expresiéon inmediata temprana

(IEG, por sus siglas en inglés Immediately early gene). Estos genes tienen como

46



principal caracteristica que se expresan independientemente de la sintesis de nuevas
proteinas por lo cual al ser activadas las células neuronales bajo la administracion de
inhibidores de sintesis de proteinas (por ejemplo anisomicina o cicloheximida) son los
anicos en transcribirse; al mismo tiempo estos genes presentan una expresion en un
tiempo muy corto, tanto en su transcripcion como en su traduccion, lo cual los
convierte en una herramienta muy efectiva para el analisis de la activacion neuronal
(Okuno, 2011; Ramirez-Amaya et al., 2005; Worley et al., 1990).

Los IEG’s se pueden diferenciar en dos tipos: los factores de transcripcion
como c-Fos, c-jun, Zif268 y Egr-3, de estos c-Fos es el mas conocido puesto que ha
sido ampliamente utilizado en el estudio de la activacion de diferentes estructuras
cerebrales, dado que se expresa en respuesta a la actividad neuronal indicando en
gue zonas se induce la actividad transcripcional en el cerebro (Kovacs, 1998; Senba
& Ueyama, 1997); por otro lado también existen IEG que codifican para proteinas
efectoras como Arc, Narp, Homer, Cox-2 y Rheb, que participan activamente en los
cambios plasticos que sufre la neurona después del aprendizaje.

Entre estos IEG efectores se encuentra Arc (por sus siglas en inglés Activity-
Regulated Cytoskeletal-Associated Protein), también llamado Arg3.1 un gen
descubierto en paralelo en 1995 por Link et al. y Lyford et al. Dicho IEG tiene la
particularidad de ser fuertemente activado por la actividad neuronal; su ARNm se
distribuye rdpidamente a las dendritas que han sido activadas y ahi se localiza en
regiones discretas que han recibido estimulacion sinptica directa, iniciando luego su
traduccion (Link et al., 1995; Lyford et al., 1995; Steward, Wallace, Lyford, & Worley,
1998). Otra caracteristica importante de este gen es que da origen a una proteina de
alta homologia con la proteina del citoesqueleto a-espectrina y coprecipita con F-
actina (principal componente de los microfilamentos) lo cual indica que posiblemente
participe en procesos donde se produzcan modificaciones estructurales de la neurona;
ademas de que su localizacion en estas dendritas es dependiente de la activacion del
receptor NMDA (Steward & Worley, 2001).
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6. ARC COMO INDICADOR DE ACTIVIDAD

La participacion de Arc en la consolidacion de la memoria ha sido demostrada
al administrar directamente en el hipocampo secuencias de oligodesoxinucleotidos
antisentido (ODN) para inhibir su expresion. Este procedimiento induce un deterioro
en la potenciacion a largo plazo y en el aprendizaje espacial (Guzowski et al., 2000;
Guzowski, Setlow, Wagner, & McGaugh, 2001). De la misma forma, la administracion
de estos ODN antisentido demostré que la actividad de Arc es necesaria en la
amigdala lateral para la consolidacion de la memoria del condicionamiento al miedo
pavloviano (Ploski et al., 2008). Lo cual demuestra la importancia de este IEG efector
en la consolidacion de diferentes tipos de memoria adjudicadas a diferentes
estructuras.

La expresion de Arc es altamente dindmica y es inducida por la actividad
singptica con patrones robustos, los cuales incluyen estimulos naturales,
convulsiones, LTP y procesos relacionados con la memoria (Guzowski, 2002;
Guzowski et al., 2000; Guzowski et al., 2001; Lyford et al., 1995; Ramirez-Amaya et
al., 2005). Se ha demostrado también que ante distintos estimulos estresantes la
expresion de Arc en el hipocampo esta principalmente influida por el contenido
espacial de la tarea y no por el tipo de estimulo, vinculando a Arc exclusivamente a la
activacion neuronal provocada por el procesamiento de informacién (Ons, Marti, &
Armario, 2004). Por ultimo, la proporcién de células que expresan la proteina Arc en
el hipocampo y la corteza de ratas adultas después de la exploracion espacial, es la
misma que las células que expresan el ARNm de este gen ante dicha experiencia
conductual (Ramirez-Amaya et al., 2005).

Arc es selectivamente inducido en células positivas para el marcador de la
proteina nuclear especifica de neuronas NeuronN (NeuN) y no en células positivas
para la proteina glial fibrilar acida (GFAP, por sus siglas en inglés glial fibrillary acidic
protein) demostrando ser un gen que se expresa de forma exclusiva en neuronas de
ratas que realizaron la conducta de exploracion. Ademas, la administracion de
choques masivos electroconvulsivos (MECS, por sus siglas en inglés maximal
electroconvulsive shock), aumenta significativamente la expresion de Arc Unicamente
en neuronas (Figura 19) (Vazdarjanova et al., 2006). Sin embargo, también hay
reportes publicados mostrando la expresion glial de Arc (Rodriguez et al., 2008).
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INTACTO

Figura 19. Imagenes representativas de células doblemente marcadas para las proteinas Arc (en rojo)
y NeuronN (en azul). Los nudcleos celulares contratefiidos con SYTOX green estan en color verde, que
al colocalizar con rojo y azul, aparecen de color blanco-amarillo. N6tese que cada célula con la tincion
de color rojo también tiene manchas azules (y aparece como de color magenta), lo que indica que Arc
se expresa Unicamente en neuronas. MECS, choques masivos electroconvulsivos; CA1 y CA3,
regiones del hipocampo; S1, corteza somatosensorial primaria; StrDL, estriado dorsolateral; StrDM,
estriado dorsomedial. Barra de escala = 50 um para todos los paneles. Modificado de Vazdarjanova et
al. (2006).
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7. EL ESTRES EN EL APRENDIZAJE Y LA MEMORIA

Una caracteristica comun entre los trabajos que estudian el entrenamiento
intenso, es la alta carga emotiva a la que son expuestos los animales durante el
sobrerreforzamiento; esto seguramente involucra la activacion de respuestas a estrés
las cuales han sido ampliamente vinculadas como moduladoras del aprendizaje y la
memoria, sin embargo, dichas respuestas presentan una curiosa dualidad, por un
lado, breves periodos de estrés pueden potenciar la formacién de memoria. Por el
contrario, estresores mas severos o prolongados pueden tener efectos perjudiciales
sobre la cognicion (McEwen & Sapolsky, 1995).

En roedores una de las principales hormonas de respuesta al estrés es la
corticosterona (cortisol en humanos) y varios estudios han demostrado que al
administrar corticosterona (CORT), tanto sistémica como directamente en estructuras
vinculadas a procesos cognitivos (como el hipocampo, la amigdala, el estriado y la
corteza prefrontal) los animales presentan facilitacion de la memoria (Cottrell &
Nakajima, 1977; McReynolds, Holloway-Erickson, Parmar, & Mcintyre, 2014; Medina
et al., 2007; Roozendaal & McGaugh, 1997); por otro lado otras investigaciones
demuestran que la administracién de esta misma hormona, asi como sus agonistas,
producen efectos amnésicos (Conrad, Lupien, & McEwen, 1999; Diamond, Bennett,
Fleshner, & Rose, 1992; Diamond, Fleshner, Ingersoll, & Rose, 1996).

Al parecer esta dualidad obedece a un patréon particular, denominado de U
invertida o de campana. Segun este patrén, bajas dosis de CORT, no presentan efecto
alguno en los animales, sin embargo, la administracién de dosis un poco mas altas
denominadas “moderadas” induce un efecto de facilitacion de la memoria, identificable
en la conducta. Por ultimo cuando se administran dosis alin mas altas de hormona, el
efecto facilitador desaparece llegando incluso a presentar un desempefio inferior al
grupo control, es decir amnesia (Baldi & Bucherelli, 2005; Conrad et al., 1999;
Diamond et al., 1992; Medina et al., 2007; Sandi, Loscertales, & Guaza, 1997).

Esto nos demuestra que en cuanto a la consolidacion los efectos de los
glucocorticoides son dependientes de varios factores como la concentracion
administrada (dosis), el estrés inducido por una situacion aversiva, las respuestas
conductuales del sujeto y la liberacién de la hormona al torrente sanguineo (Cordero,
Merino, & Sandi, 1998; McGaugh & Roozendaal, 2002).

Son numerosos los intentos por entender como la liberacion de CORT puede
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tener estos efectos tan variados en las diferentes etapas del aprendizaje y la memoria.
Una teoria interesante propone que esta variabilidad depende del tiempo en el cual
ocurre su liberacion. Teniendo en cuenta esto se ha propuesto que la CORT, por
medio de acciones rapidas no gendémicas, ejerce un papel modulador del aprendizaje
haciendo que el sistema entre en un estado de “formacion de la memoria” facilitando
asi, la consolidacion de la informacion con contenido emocional. Posteriormente a
través de los efectos gendmicos de la CORT se produce un estado de
“almacenamiento de la informacion” protegiendo a la consolidacién de procesos
cognitivos competitivos reduciendo asi la interferencia de la entrada de informacién
no relacionada. Por tanto si intentamos evocar informacién bajo una situacion de
estrés es decir cuando estamos en modo almacenamiento, nuestro cerebro intentara
evitarlo para proteger la informacién que estemos consolidando en ese momento
(Schwabe et al., 2012).

Otra explicacion para los efectos duales de la CORT es el efecto dosis
dependiente, esta teoria estd basada en las diferencias de afinidad presentadas por
los dos tipos de receptores a CORT. Por un lado se encuentra el receptor
glucocorticoides (GR), cuyo unico ligando es la CORT, por otro lado esta el receptor
a mineralocorticoides (MR), cuyo ligando principal es la aldosterona pero que también
presenta una alta afinidad por la CORT (10 veces mayor que la del GR) por lo cual los
MR en condiciones basales presentan una ocupacion aproximada del 80% mientras
que en las mismas condiciones los GR solo estdn ocupados un 10%; esto significa
que la ocupacion de los GR solo ocurre cuando los niveles de CORT aumentan
considerablemente como por ejemplo durante el pico del ciclo circadiano que
antecede el periodo de actividad o bajo condiciones de estrés (Reul & de Kloet, 1985);
lo que podria significar que cuando se liberan distintas concentraciones de CORT se
estarian activando diferentes vias de sefializacion mediadas por sus receptores.

Segun lo anterior los efectos de CORT son dependientes de la etapa de
procesamiento en la cual son liberados, presentando efectos diversos en la
adquisicion, la consolidacion o la evocacion de la informacion; de igual forma estos
efectos dependen tanto de la liberacion enddégena como de la dosis administrada,
produciendo efectos facilitadores o deletéreos. En general los efectos de la CORT
dependen del momento, cantidad y condicién en que estos activan a sus receptores,
por tanto, es indispensable conocer las dindmicas de estos ultimos.
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JUSTIFICACION

Numerosos reportes indican que la consolidacion de la informacion generada
por aprendizajes motivados por un reforzador o un castigo puede ser bloqueada por
medio de la administracion de farmacos que interfieren con la actividad neuronal o por
lesiones que dafian las estructuras cerebrales relacionadas con el procesamiento de
esta informacion. Sin embargo, si el reforzador o el castigo se incrementan en
magnitud el bloqueo de la consolidacion es decir la amnesia que normalmente es
observada, ya no se produce.

Este efecto protector ha sido explicado por medio de una teoria que contempla
un cambio en la conectividad funcional, de esta forma, la informacion adquirida bajo
condiciones estandar viaja de forma serial a través de las estructuras cerebrales
involucradas en la consolidacién de la memoria. Sin embargo, en condiciones de
entrenamiento incrementado la misma informacion es procesada en paralelo e incluso
seria capaz de reclutar otras estructuras ademas de las originales (Prado-Alcala et al.,
2006).

El efecto protector del entrenamiento intenso se ha estudiado analizando varias
estructuras cerebrales encargadas del procesamiento de la informacién, tales como
el hipocampo (Quiroz et al., 2003), la amigdala (Salado-Castillo et al., 2011), la
substancia nigra (Cobos-Zapiain et al., 1996; Salado-Castillo et al., 2011) y el
caudado-putamen (Diaz del Guante et al., 1990; Giordano & Prado-Alcala, 1986). En
todos y cada uno de los estudios realizados, las estructuras parecen dejar de ser
necesarias para la consolidacion de la memoria, cuando los animales son sometidos
a un entrenamiento intenso.

Una posibilidad es que este efecto se deba al reclutamiento de distintos
circuitos neuronales como respuesta a las condiciones de sobrerreforzamiento del
entrenamiento intenso. Activandose una cantidad diferente de neuronas en una
estructura cerebral especifica o bien en diferentes regiones del SNC, en comparacion
al numero de neuronas activadas en diferentes regiones, bajo condiciones moderadas
de aprendizaje.

Para confirmar esto, determinamos la localizacion de la actividad neuronal
mediante la identificacion de la proteina relacionada con plasticidad neuronal Arc, de
esta forma, observamos y medimos cuales regiones estriatales e hipocampales

presentan un aumento en la expresion de dicha proteina indicando un aumento en el
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procesamiento de informacion que deriva en cambios plasticos. Ademas, en dichas
regiones, se realizé un conteo celular para determinar la cantidad de neuronas que

respondieron a la conducta durante el entrenamiento.

1. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ El aprendizaje incrementado inducido por el entrenamiento intenso en la tarea
de evitacion inhibitoria, producira cambios en la cantidad de neuronas activadas en

las diferentes regiones del estriado y del hipocampo?

V. OBJETIVO GENERAL

Mapear la activacion neuronal del estriado y el hipocampo de ratas entrenadas

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

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la intensidad del aprendizaje provocado por el entrenamiento de la
tarea de evitacién inhibitoria, utilizando diferentes intensidades de choque
eléctrico.

2. Determinar la expresion de la proteina Arc en el estriado y el hipocampo provocada
por la adquisicion de una tarea de evitacion inhibitoria en ratas entrenadas con
diferentes intensidades de choque eléctrico.

3. Determinar la concentracion de corticosterona circulante inducida por la
adquisiciéon de una tarea de evitacion inhibitoria en ratas entrenadas con diferentes

intensidades de choque eléctrico.
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VI. HIPOTESIS

1. Elentrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria inducira la expresion de Arc
en diferentes regiones del estriado dependiendo de la intensidad del choque
eléctrico utilizado.

2. Elentrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria inducira la expresion de Arc
en diferentes regiones del hipocampo dependiendo de la intensidad del choque
eléctrico utilizado.

3. La estimulacion aversiva, inducira un incremento en los niveles de

corticosterona circulante, dependiendo de la intensidad del estimulo.

VII. METODOS GENERALES

Esta seccidn describe los procedimientos comunes para los diferentes
experimentos realizados en este estudio. Los métodos especificos utilizados en cada
experimento seran descritos en el apartado del experimento correspondiente.

El protocolo experimental realizado en este estudio fue aprobado por el Comité
de Bioética del Instituto de Neurobiologia, UNAM. Los procedimientos experimentales
se realizaron acorde a la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 (2001),
especificaciones para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio y a
las normas estipuladas en la “Guide for the care and use of laboratory animals del NIH
(National Research Council, 2011)

1. Sujetos

Se utilizaron 122 ratas machos de la cepa Wistar, obtenidos del bioterio del
Instituto de Neurobiologia de la UNAM, con un peso entre 250 y 350 g al momento de
realizar el entrenamiento. Las ratas ingresaron al bioterio del laboratorio una semana
antes de ser sometidas al entrenamiento con el objetivo de que se adaptaran a las
condiciones ambientales, todas permanecieron en cajas-habitacién individuales, con
agua y alimento ad libitum y se mantuvieron en el bioterio del laboratorio con un ciclo
de luz-oscuridad de 12-12 horas iniciando el periodo de luz a las 7:00 h y con una

temperatura de 21°C aproximadamente.
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2. Manipulacion

Durante la semana de adaptacion al bioterio, cada rata fue manipulada durante
cinco minutos al dia por tres dias. El proceso de manipulacion consistié en tocar y
sostener al animal gentilmente con ambas manos con el propdsito de que se
acostumbrara a la presencia del experimentador. Todas las ratas fueron manipuladas
y acarreadas desde el bioterio hasta el cuarto de manipulacion, incluyendo a un grupo
control de manipulaciéon que nunca conocio la tarea de evitacion inhibitoria ni el cuarto
de entrenamiento (Intacto). Todos los procedimientos experimentales fueron

realizados entre las 9:00 h y las 13:00 h.

3. Aparatos

El entrenamiento (aprendizaje) y la prueba de retencién (memoria) se realizaron
en una caja de condicionamiento constituida por dos compartimentos separados por
una puerta deslizable tipo guillotina (Figura 20). ElI compartimento de seguridad
(30x30x30 cm) con las paredes y el techo hechos de acrilico transparente de color
rojo, mientras el suelo estd compuesto por barras de aluminio de 6 mm de diametro
separadas entre si por 9 mm. Este compartimento siempre estuvo iluminado por un
foco de 10 watts, localizado en el centro del techo. El otro compartimento denominado
de castigo, esta conformado por un techo de acrilico transparente color rojo, mientras
las paredes y el suelo estan formados por dos placas de acero inoxidable en forma de
canal con 20 cm de ancho en la parte mas alta y 8 cm en la parte mas baja, en la
mitad del piso las placas estan separadas por una ranura de 1.5 cm. Esta
configuracion permite que los animales hagan contacto todo el tiempo con ambas
placas y puedan recibir un choque eléctrico. El compartimento de castigo se mantuvo
oscuro y cuando fue necesario, fue electrificado por medio de un estimulador de pulsos
cuadrados (Grass Instruments Co., modelo S48) conectado en serie con una unidad
de corriente constante (Grass Instruments Co., modelo CCU-1). La liberacion del
choque eléctrico y la contabilizacion del tiempo que le tomo animales cruzar de un
compartimento a otro, fueron realizados por medio de un equipo automatizado. Ambos
compartimentos fueron limpiados con una solucion de alcohol al 10%, antes y después
de cada ensayo. La camara de condicionamiento estd ubicada en un cuarto
sonoamortiguado, con baja iluminacion, provista de un enmascarador de ruido

(BRS/LVE, modelo AU-902).
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- C.S.

30cm

Figura 20. Caja de condicionamiento de evitacion inhibitoria. Compartimiento de seguridad (C.S.),
compartimiento de castigo (C.C.).

4, Analisis estadistico

4.1. Datos conductuales

Debido a que las pruebas de retencién de la tarea de evitacién inhibitoria fueron
terminadas arbitrariamente a los 600 segundos, se utiliz6 estadistica no paramétrica
para el analisis de los resultados conductuales. Los datos obtenidos durante el
entrenamiento (latencias de entrada y de escape) y la prueba (latencia de retencion)
fueron analizados mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis; en caso de
encontrarse diferencias significativas se utilizo la prueba de U de Mann-Whitney para
comparar pares de grupos. Para el caso de la extincion se utilizé la prueba de
Friedman para analizar la retencién a través de los 6 dias de pruebas para cada grupo,
en caso de encontrarse diferencias significativas, se realizo una prueba de rangos con
signo de Wilcoxon para hacer comparaciones entre pares de sesiones por cada grupo.
Para realizar comparaciones entre grupos en cada sesion de extincion, se aplicaron
las pruebas de Kruskal-Wallis y en caso de encontrarse diferencias significativas se

utilizé la prueba de U de Mann-Whitney.
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4.2. Datos histologicos

Los datos obtenidos del porcentaje de area de sefial, el porcentaje de células
gue expresan Arc y la concentracién de corticosterona en sangre, fueron analizados
utilizando la prueba paramétrica de analisis de varianzas (ANOVA) de una via para
cada regiéon de cada estructura; en caso de encontrarse diferencias significativas se
realiz6 la prueba de Bonferroni para comparaciones multiples para determinar las

diferencias significativas entre pares de grupos.

VIll. EXPERIMENTO 1: El entrenamiento de latarea de evitacién inhibitoria con

choques eléctricos de alta intensidad produce un aprendizaje incrementado

Debido a que uno de los objetivos de este estudio fue evaluar los posibles
cambios en la expresion de la proteina Arc, después del entrenamiento con una
intensidad baja, moderada y alta de choque eléctrico, fue importante demostrar que el
entrenamiento con un choque eléctrico alto produce un aprendizaje mas fuerte que el
producido por los entrenamientos con choques bajos o0 moderados. Para esto se
realizaron mediciones de la resistencia a la extincion, dado que una mayor resistencia

a la extincién es mas fuerte cuando el aprendizaje es también mas fuerte.

1. Entrenamiento y pruebas de extincion

En el primer y Gnico dia de entrenamiento (sesion de adquisicién), cada rata se
introdujo en el compartimento de seguridad; 10 s después se abri6 la puerta deslizable
gue divide los dos compartimentos y se midio el tiempo que tardo en cruzar la rata al
compartimento de castigo (latencia de adquisicion). Una vez que la rata cruzé con las
cuatro patas al compartimento de castigo, se cerro la puerta y se administré un choque
eléctrico (un tren 50 ms de pulsos cuadrados a 10 Hz, con intensidades de 0.5, 1.0, 0
2.0 mA para cada grupo), 5 segundos después se abri6 de nuevo la puerta
permitiéndole al sujeto escapar; el choque se mantuvo hasta que la rata escapé al
compartimiento de seguridad, midiéndose el tiempo transcurrido entre la apertura de
la puerta y el cruce de la rata con sus cuatro patas (latencia de escape). En este

momento, se cerrd la puerta y 30 s después se retornd al animal a su jaula individual
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dando por terminada la sesion (Figura 21A). Ademas de los tres grupos anteriormente
mencionados se estudié un grupo de 0.0 mA, el cual fue entrenado en la tarea de
evitacion inhibitoria, excepto que no se le administré ningin choque eléctrico, una vez
que las ratas cruzaron al compartimento de castigo, la puerta se volvio a abrir después
de 5 s, y se calculd la latencia de escape.

La extincion de la tarea de evitacion inhibitoria, se midi6 durante 6 dias
consecutivos, empezando 48 horas después del entrenamiento. Para medir la
extincion se siguid el mismo procedimiento que fue realizado durante la sesion de
adquisicién, pero sin administrar el choque eléctrico, el tiempo que demoré la rata en
cruzar de nuevo al compartimento de castigo fue registrado como la latencia de
retencién; si al cabo de 600 segundos la rata no cruzé al compartimento oscuro, se
asigno este valor a la latencia de retencion y se dio por terminada la tarea (Figura
21B).

10s ! Latenciade | 5s Latencia de * 30

s
entrada escape

B I 10s

Figura 21. Diagrama de los pasos seguidos para el entrenamiento y prueba de la tarea de evitacion
inhibitoria. A. Las lineas verticales verdes indican la apertura de la compuerta que separa a ambos
compartimentos, las lineas rojas indican el cierre de la misma y la linea horizontal amarilla con negro
indica el momento en que se administro el choque eléctrico durante el entrenamiento. B. La prueba de
la tarea se realiz6 48 horas después del entrenamiento, si los animales no cruzaron al compartimento
de castigo a los 600 segundos se tomo este valor como latencia de retencion y se dio por terminada la
tarea.

Latencia de retencion (MAX 600 s)

2. Resultados

El andlisis de los datos obtenidos durante el entrenamiento en la tarea de
evitacion inhibitoria mostro que no existieron diferencias significativas entre los grupos
en la latencia de entrada (Kruskal-Wallis, H(3) = 5.06; p = 0.167). Por otro lado al
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analizar los datos de la latencia de escape se observaron diferencias significativas
(Kruskal-Wallis, H(3) = 13.90; p = 0.003), la prueba post hoc de U de Mann-Whitney
demostré que el grupo de 0.0 mA tuvo latencias de escape significativamente mas
altas que la de los demas grupos (p = 0.0051, p = 0.0027, p = 0.0027 para 0.5, 1.0 y
2.0 mA respectivamente), mientras que las latencias de escape de los grupos que si
recibieron choque eléctrico no presentaron diferencias significativas entre ellos (Figura
22).
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Figura 22. Medianas con rangos intercuartiles de la latencia de entrada y de escape durante el
entrenamiento de la tarea de evitacién inhibitoria. (A) No hubo diferencias significativas en la latencia
de entrada. (B) Se observo una reduccion significativa en las latencias de escape de los grupos 0.5,
1.0y 2.0 mA con respecto al grupo 0.0 mA (*p< 0.05). Grupos: 0.0 mA, entrenado sin choque eléctrico;
0.5 mA, entrenado con intensidad baja de choque eléctrico; 1.0 mA, entrenado con intensidad
moderada de choque eléctrico; 2.0 mA, entrenado con intensidad alta de choque eléctrico.

Con respecto al analisis de la extincién, la prueba de Friedman reveld
diferencias significativas a lo largo de las sesiones de extincion en los grupos 0.5 mA
(X?(5) = 26.36, p < 0.001); 1.0 mA (X2(5) = 37.42, p < 0.001); y 2.0 mA (X?(5) = 29.89,
p < 0.001) mientras que no se encontraron diferencias en el grupo de 0.0 mA (X2 (5)
= 6.38, p = 0.23). La prueba de los rangos con signo de Wilcoxon demostré que el
grupo de 0.5 mA tuvo una reduccion significativa en la latencia de retencion en el
tercer dia de extincibn comparado con el primer dia de extincion (Z =36, p<0.01) y
continud bajo durante las sesiones restantes (Z = 36, p < 0.01 para el cuarto, quinto y
sexto dia de extincion). El grupo de 1.0 mA tuvo una disminucién significativa en la

latencia de retencion en el segundo dia de extincidn en comparacion con el primer dia

59



(Z = 26, p < 0.05). Esta reduccién fue mas evidente en el tercer dia de extincidon y se
mantuvo baja hasta el sexto dia (Z = 55, p < 0.005 desde el tercero hasta el sexto dia
de extincidn). El grupo de 2.0 mA tuvo la mediana de latencia de retencion mas alta
(600 s) durante las tres primeras sesiones de extincion; En los dias cuarto, quinto y
sexto, se observo una reduccion significativa en las latencias de retencion (Z = 21, p

< 0.05 para el cuarto y quinto dia, Z = 36, p < 0.01 para el sexto dia) (Figura 23).
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Figura 23. Medianas de las latencias de retencion para cada sesion de extincion (EXT-1 a EXT-6). En
cada sesion de extincion las latencias de retencion del grupo de 2.0 mA difirieron significativamente de
las latencias de los demas grupos (valores de p entre 0.001 y 0.0001), excepto en EXT-1 donde no
difirié del grupo de 1.0 mA. Estos resultados indican claramente que el grupo de 2.0 mA tuvo la mayor
resistencia a la extincion, lo cual es indicativo de un aprendizaje incrementado. Grupos: 0.0 mA,
entrenado sin choque eléctrico; 0.5 mA, entrenado con intensidad baja de choque eléctrico; 1.0 mA,
entrenado con intensidad moderada de choque eléctrico; 2.0 mA, entrenado con intensidad alta de
choque eléctrico.

IX. EXPERIMENTO 2: El entrenamiento intenso en la tarea de evitacion
inhibitoria, incrementa la expresiéon de Arc en las regiones ventrales del estriado

y el giro dentado del hipocampo

Con el fin de estudiar los efectos del entrenamiento moderado e intenso sobre
la activacion neuronal del estriado y el hipocampo, se formaron 6 grupos de 4 ratas
cada uno, los cuales fueron entrenados con intensidades de choque eléctrico de 0.0,
0.5, 1.0 0 2.0 mA al término de la sesion de entrenamiento, se permitid que cada rata
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permaneciera 45 min en su caja habitacion con el fin de permitir que la proteina Arc
alcanzara su pico maximo de expresion, pasado este tiempo la rata se sacrifico por
decapitacion. Al igual que en el experimento anterior, se adiciond un grupo de 0.0 mA
esta vez, para observar la activacion neuronal inducida por la exploracion de la caja
de evitacion inhibitoria. También estudiamos otro grupo con el proposito de disecar la
actividad neuronal inducida por el choque eléctrico, este grupo recibié la intensidad
mas alta de choque (2.0 mA), pero no fue entrenado en la tarea de evitacion (grupo
de solo choque; SCh); Las ratas de este grupo se colocaron directamente en el
compartimento de choque y se suministré un choque eléctrico de 2.0 mA (la duracion
del choque fue de 6.5 s, la cual fue calculada a partir de la mediana de la duracién del
choque eléctrico recibido por el grupo entrenado con 2.0 mA). Inmediatamente
después del choque, la rata fue colocada de nuevo en su caja-habitacion. Por ultimo,
con el fin de determinar la expresion basal de la proteina Arc, también se estudié un
grupo control intacto que nunca experimentod la tarea de evitacion inhibitoria ni el
cuarto de entrenamiento (grupo Int). Estas mismas ratas fueron usadas para medir la

concentracion sérica de CORT (ver Experimento 3).

1. Obtencidn y procesamiento de tejido

Cuarenta y cinco minutos después de la manipulacion conductual, las ratas
fueron sacrificadas por decapitacién, inmediatamente después el cerebro fue
rapidamente extraido y congelado, sumergiéndolo en un recipiente con isopentano
enfriado a -30°C aproximadamente, por medio de una solucién de hielo seco y etanol
al 96 %,; posteriormente los cerebros fueron almacenados en un congelador a -70°C.

Para su crioseccion los cerebros fueron cortados con la ayuda de una matriz
de seccién para tejido (2.7 x 2.5 cm de area interior) (Electron Microscope Sciences®);
se utilizé como referencia el limite entre la corteza y el cerebelo para tomar secciones
gue incluyeran el hipocampo y el estriado (Figura 24A), de esta forma se garantiz
que todas las secciones de cada uno de los animales presentaran una altura
semejante de corte.

Posteriormente, los tejidos fueron distribuidos en bloques de hemicerebros

izquierdos (las comparaciones de la expresion inter-hemisféricas no mostraron
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resultados estadisticamente significativos en trabajos anteriores); distribuyéndolos de
manera aleatoria, de tal forma que hubiera al menos un cerebro de cada grupo en
cada bloque como medida estereoldgica. Por ultimo, los tejidos fueron cubiertos con
“Tissue tek OCT®” y se congelaron rapidamente con hielo seco para generar un bloque
sélido (el resto de los tejidos fueron almacenados a -70°C). Los cortes coronales de
cada uno de los tres bloques resultantes, fueron cortados a -20 °C con un grosor de
20 um usando un criostato CM1850 Leica (Figura 24B), los cortes coronales de cada
bloque fueron dispuestos en laminillas portaobjetos previamente silanizadas y se
mantuvieron en cajas selladas a -70 °C hasta el procedimiento de inmunotincién.
(Figura 24C).

Laminilla

B D F H 01
o1 | os | o6 | 21

Figura 24. Fotografias ilustrativas de los procesos de corte y construccion de bloques, de los cerebros
seleccionados para la inmunotincién. (A) Corte de los cerebros entre la corteza y el cerebelo para
garantizar su equidistancia durante la crioseccion. (B) Crioseccion de los bloques embebidos en OCT®.
(C) Diagrama que ejemplifica la distribucién aleatoria de los cerebros en la laminilla.

2. Histologia

Seis laminillas de cada bloque fueron seleccionadas para el estriado (Bregma

0.24 a 1.20 mm) y el hipocampo dorsal (Bregma -2.92 a -3.96 mm) de acuerdo al atlas
de coordenadas estereotaxicas del cerebro de rata (Paxinos & Watson, 2007). Los
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tejidos se fijaron en una solucion al 2% de paraformaldehido a 7.4 pH, durante 5 min
y se lavaron en 2xSSC, (30 mM cloruro de sodio, 30 mM citrato de sodio, pH 7.0),
seguido de acetona/metanol (1:1) a 4°C, durante 5 min. Posteriormente se lavaron en
2xXSSC + 0.05% de Tween 20 y se elimind la autofluorescencia con 2xSSC + 1% H20:2
durante 15 min. Tras el bloqueo con el kit de amplificacion de sefal de tiramida (TSA)
buffer de bloqueo (Perkin Elmer Life Sciences, Emeryville, CA, EUA.). Las laminillas
fueron incubadas 48 h a 4°C en anticuerpo policlonal de conejo anti-Arc (1:800)
provisto por el laboratorio del Dr. Hiroyuki Okuno. Se colocaron posteriormente en
incubacion con el anticuerpo secundario anti-conejo biotinilado (1:500) (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, EUA.) durante 2 horas a temperatura ambiente,
seguido por el sistema de amplificacion avidina-biotina (VectorLaboratories) por 45
min. La tincién fue visualizada usando el sistema de fluorescencia cianina3 (Cy3) +
TSA (Perkin Elmer Life Sciences); los nucleos fueron contratefiidos con SYTOX green
(MolecularProbes, Eugene, OR, EUA.). Como control estereoldgico se comprobd que
ninguna tincion fuera detectable en ausencia de los anticuerpos primarios o

secundarios.

3. Analisis de imagenes

Se obtuvieron imagenes de un solo plano éptico que comprendieron las 20 um
de grosor del tejido usando un objetivo apocromatico de 10X/0.45 y un set de filtros
con un paso de banda de excitacion de 546/12 nm y de emisién de 575-640 nm, para
la deteccion de CY3 y otro set de filtros con un paso de banda de excitacion de 450-
490 nm y de emisién de 515-565 nm, para la deteccion de SYTOX ® Green.

Con la ayuda del software de imagenes para Mosaico, MosaiX del sistema
Apotome (Zeiss ® Standort Gotinga - Vertrieb Deutschland) se realizo la union de las
imagenes capturadas para formar un mosaico que abarcara todo el tejido como se
muestra en la Figura 25. Los pardmetros de imagen (brillo, contraste etc.) se ajustaron
con el fin de eliminar el ruido de fondo y observar Unicamente la sefial de las neuronas
activadas; los parametros para la adquisicion de las imagenes fueron establecidos con
respecto a la sefial observada en los animales intactos y posteriormente se

mantuvieron los mismos valores para los parametros de adquisicion utilizados en el
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resto de los tejidos para cada laminilla, esto como medida estereoldgica con el fin de

controlar la variacion en la sefial producida por el proceso de inmunotincién.

Figura 25. Imagenes representativas de los mosaicos obtenidos. En la imagen de la izquierda se
observa la contratincion de nucleos para la cual que se utiliz6 SYTOX green (verde). En la imagen de
la mitad se observa la sefial de Arc para la cual se realizé una inmunotincién y se reveld con CY3 (rojo).
Por ultimo, en la imagen de la derecha se observa el empalme de ambas sefales; estas imagenes
fueron obtenidas a partir de un corte cerebral de una rata entrenada con 2.0 mA. Barra de escala = 500
pm.

El analisis de la expresion de Arc se realizé utilizando el programa ImageJ
(Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012), en el cual, usando como guia el atlas de
coordenadas estereotaxicas del cerebro de rata de Paxinos y Watson (2007), se
delimitaron en el estriado y el hipocampo las regiones de interés (ROI por sus siglas
en inglés Region of Interest), dichas regiones correspondieron a las areas dorsolateral,
dorsomedial, ventrolateral y ventromedial para el estriado y a las areas de CA1, CA2,
CA3y giro dentado (GD) para el hipocampo.

Una vez que los ROI’s fueron sefalados, se establecié un umbral de deteccion,
definido como el valor de escala de grises, al menos dos veces mayor que el ruido de
fondo. Dicho umbral fue establecido con respecto a la sefial observada en la imagen
del animal intacto correspondiente a cada laminilla y utilizado como limite de deteccion

para el resto de las imagenes de la misma laminilla. Por dltimo, se midi6 el &rea de la
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sefial de Arc que supero el umbral de deteccion (expresado en um?). Con el propésito
de minimizar las variaciones producidas por el proceso de inmunotincion (tales como
encogimiento y/o estiramiento del tejido) se dividio el valor de area de sefial de Arc
por el area total de cada ROI (también expresado en pm?), para asi obtener la
proporcién del &rea de sefial.

Posteriormente, en las regiones estriatales donde se encontraron diferencias
significativas en la proporcion del area de sefial de Arc, se realizé un conteo celular.
Para esto, se realizé la captura de tres imagenes en profundidad (Z-stacks) (objetivo
de 40X, con un grosor Optico de 0.7 ym por plano 6ptico y un total de 26 + 2 planos
Opticos aproximadamente para cada Z-stack), sobre los mismos tejidos utilizados en
el andlisis anterior. Los conteos celulares fueron realizados como se reporta en otros
estudios (Vazdarjanova, McNaughton, Barnes, Worley, & Guzowski, 2002).
Basandose en la contratincion de nudcleos se clasificaron las células en neuronas y
glias, aquellas células con tinciébn nuclear pequefia, intensa y uniforme fueron
consideradas como glias y excluidas del analisis (Vazdarjanova et al., 2006), mientras
gue solo los nucleos con apariencia neuronal (mas grandes y con tincion menos
intensa y uniforme), que se hallaban ubicados en el 60% medial de cada stack fueron
contabilizados (esta medida estereoldgica fue utilizada para minimizar los errores de
muestreo atribuibles a las células incompletas ubicadas en el 20% superior y el 20%
inferior de cada stack). Para el analisis de la proteina Arc, las células segmentadas
fueron clasificadas como positivas o negativas. Para que una neurona fuera
considerada como positiva debia presentar una tincion perinuclear o citoplasmatica
gue rodeara al menos el 60% del nlcleo; ademas esta sefal deberia ser visible en al
menos tres planos épticos junto con el ndcleo de la célula. Se presté especial atencion
para garantizar que la tincion pertenecia a la célula de interés y no a una dendrita de

una célula diferente.

4. Resultados histolégicos del estriado

4.1. Andlisis de area de sefial
Como se puede observar en la Figura 26, el andlisis de las mediciones del area

de sefial de Arc obtenidos a partir de las imagenes en mosaico, ho mostraron
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diferencias significativas en las regiones dorsomedial y dorsolateral del estriado
(ANOVA, Fi18) = 1.69, p=0.19y F18 = 2.15, p = 0.11, respectivamente).

A Estriado Dorsomedial B Estriado Dorsolateral

0.081 0.08-
g g
o 0.06 o 0.06-
& 2 5 9
— < — <
T o Qg
-3 C 5
\g < 0.044 \g < 0.04
a b 6 p{
S )
o w T o w T
2 o I T T —F 2 o T |+
2 0029 - oo o024 1 T T
o J. + o T T

T I I
L
0.00- 0.00-
Int 0.0 05 1.0 20 SCh Int 0.0 05 1.0 20 SCh
mA mA

Figura 26. Efecto de la intensidad del entrenamiento de evitacién inhibitoria sobre la proporcion del
area de sefal de Arc en las regiones dorsales del estriado. Se muestran los promedios y error estandar
de cada grupo. (A) No se encontraron diferencias significativas en el estriado dorsomedial o en el
estriado dorsolateral (B). Grupos: Int, sin tratamiento; 0.0 mA, entrenado sin choque eléctrico; 0.5 mA,
entrenado con intensidad baja de choque eléctrico; 1.0 mA, entrenado con intensidad moderada de
choque eléctrico; 2.0 mA, entrenado con intensidad alta de choque eléctrico; SCh, recibié un choque
eléctrico de 2.0 mA, pero sin entrenamiento (control choque).

En contraste con las regiones dorsales, el andlisis de las regiones ventrales
arroj6 diferencias significativas (ANOVA, Fs18 = 3.9, p < 0.05 para el estriado
ventromedial y Fs, 18) = 3.76, p < 0.05 para el estriado ventrolateral), por lo que se
realizdé una prueba post hoc de Bonferroni. Para las comparaciones entre grupos de
la region ventromedial se observd un incremento significativo del grupo 2.0 mA en
comparacion con el grupo SCh (p < 0.05); no hubo diferencias significativas cuando
se realizaron comparaciones entre el resto de los grupos (Figura 27A). Con respecto
a las comparaciones entre grupos de la region ventrolateral se observé un incremento
significativo en el grupo 2.0 mA en comparacion con los grupos 0.0 mA y SCh (p <
0.05 y p < 0.01 respectivamente), no hubo diferencias significativas cuando se

realizaron comparaciones entre el resto de los grupos (Figura 27B).
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Figura 27. Efecto de la intensidad del entrenamiento de evitacién inhibitoria sobre el area de sefial de
Arc en las regiones ventrales del estriado. Se muestran los promedios y error estandar de la proporcion
de cada grupo. (A) Region ventrolateral del estriado. (B) Region ventromedial del estriado. *p < 0.05 en
comparacion con el grupo SCh y #p < 0.05 con el grupo de 0.0 mA (n = 4 por grupo). Grupos: Int, sin
tratamiento; 0.0 mA, entrenado sin choque eléctrico; 0.5 mA, entrenado con intensidad baja de choque
eléctrico; 1.0 mA, entrenado con intensidad moderada de choque eléctrico; 2.0 mA, entrenado con
intensidad alta de choque eléctrico; SCh, recibié un choque eléctrico de 2.0 mA, pero sin entrenamiento
(control choque).

4.2. Conteo celular de las regiones ventrales del estriado

Con respecto a los conteos celulares, la ANOVA de una via mostré diferencias
significativas en la proporcion de neuronas que expresan Arc de la region ventromedial
del estriado (F,18)= 11.76, p < 0.0001), la prueba post hoc de Bonferroni revel6 un
incremento en el grupo de 2.0 mA en comparacion con los grupos Int, 0.0, 0.5 mA'y
SCh (p < 0.001, p < 0.005, p <0.005y p < 0.001, respectivamente). El grupo de 1.0
mA también mostré un incremento en comparacion con los grupos Inty SCh (p < 0.01
y p < 0.005, respectivamente), sin mostrar diferencias significativas con los demas
grupos. Es importante resaltar la falta de diferencias significativas con los grupos de
0.0 y 0.5 mA, lo que indica que el aumento en el nUmero de neuronas que expresan
Arc en el estriado ventromedial del grupo 1.0 mA no esta por encima de la proporcion
inducida por la exploracién de la caja de evitacion inhibitoria o por el entrenamiento
con baja intensidad de choque eléctrico. No se observaron diferencias significativas

entre los grupos Int, 0.0, 0.5 mA y SCh, ni entre los grupos 1.0 y 2.0 mA (Figura 28A).

67



A Estriado Ventromedial B Estriado Ventrolateral
100- 100-
o o
< <
o - (@) -
S 80 . S 80
c o= *
a *% 3
0 60- . 0 604 *T*
< * [T < % [T
()] T ()]
c_«g 40 T c_cg 40 I
= 'l' T =)
(D) (]
O 20- J. T 3 204 T I
8 g I Lt
X o |_I—| X
Int 0.0 05 1.0 2.0 SCh Int 0.0 05 1.0 20 SCh
mA mA

Figura 28. Efectos de la intensidad del entrenamiento de evitacién inhibitoria sobre el conteo celular en
el estriado ventromedial y ventrolateral. Se muestra el porcentaje promedio y error estandar de las
células Arc positivas en el estriado ventromedial (A) y el ventrolateral (B). *p < 0.05; **p < 0.001 aumento
significativo comparado con los grupos Int y SCh; *p < 0.01 aumento significativo comparado con los
grupos 0.0 y 0.5 mA (n = 4 por grupo). Grupos: Int, sin tratamiento; 0.0 mA, entrenado sin choque
eléctrico; 0.5 mA, entrenado con intensidad baja de choque eléctrico; 1.0 mA, entrenado con intensidad
moderada de choque eléctrico; 2.0 mA, entrenado con intensidad alta de choque eléctrico; SCh, recibié
un choque eléctrico de 2.0 mA, pero sin entrenamiento (control choque).

De forma similar, el estriado ventrolateral mostro diferencias significativas en la
proporcion de neuronas que expresan Arc entre los grupos (ANOVA, Fs,18 = 10.33, p
< 0.0001); La prueba post hoc de Bonferroni también mostré6 un aumento significativo
en el grupo 2.0 mA en comparacion con los grupos Int, 0.0, 0.5 mAy SCh (p < 0.001,
p <0.005, p <0.004, p <0.001, respectivamente). El grupo de 1.0 mA también mostré
un incremento en comparacion con los grupos Int y SCh (p < 0.05 en ambas
comparaciones), No se observaron diferencias significativas entre los grupos Int, 0.0,
0.5 mA y SCh, ni entre los grupos 1.0 y 2.0 mA (Figura 28B).

5. Resultados histolégicos del hipocampo

5.1. Andélisis de area de sefial

Al analizar la proporcion del area de sefal de Arc en el hipocampo utilizando
una prueba de ANOVA de una via, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en CAl (F@,18) = 0.9923, p = 0.4514), CA2 (F;,18=1.847, p =0.1572) y
CAS3 (F5,18)=0.8486, p = 0.5344); sin embargo, en CAl y CA2 se puede observar una
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tendencia al aumento de la expresion de Arc conforme se aumenta la intensidad del

choque eléctrico utilizado en el entrenamiento (Figuras 29A, 29B y 29C).
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Figura 29. Efecto de la intensidad del entrenamiento de evitacion inhibitoria sobre el area de sefial de
Arc en las diferentes regiones del hipocampo. Se muestra el promedio y error estandar de cada grupo.
No se encontraron diferencias significativas en (A) CA1 (B) CA2 y (C) CA3. (D) En el GD se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo 0.5 mA con el grupo 0.0 mA (*p < 0.05)
y con SCh (*p < 0.05) (n = 4 por grupo). Grupos: Int, sin tratamiento; 0.0 mA, entrenado sin choque
eléctrico; 0.5 mA, entrenado con intensidad baja de choque eléctrico; 1.0 mA, entrenado con intensidad
moderada de choque eléctrico; 2.0 mA, entrenado con intensidad alta de choque eléctrico; SCh, recibié
un choque eléctrico de 2.0 mA, pero sin entrenamiento (control choque).

A diferencia de las subestructuras hipocampales anteriormente mencionadas,

el GD mostro diferencias significativas en esta medicion (ANOVA, F17)= 4.483, p =
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0.0087), la prueba post hoc de Bonferroni mostré6 un aumento en la proporcion del
area de sefial de Arc, en el grupo de 0.5 mA en comparacion con los grupos 0.0 mA'y
SCh (p =0.048 y p = 0.028 respectivamente) (Figura 29D).

5.2. Conteo celular del giro dentado

Con respecto a los conteos celulares en el giro dentado (Figura 30); el ANOVA
de una via mostro diferencias significativas (F,18) = 0.9923, p < 0.001) posteriormente
una prueba post hoc de Bonferroni permitid observar un aumento estadisticamente
significativo del porcentaje de células que expresan Arc en el grupo de 0.5 mA en
comparacion con los grupos Int, 0.0 mA y SCh (p = 0.003, p = 0.004 y p = 0.003
respectivamente). Ademas, también se observo un aumento en el grupo 1.0 mA con

respecto a los grupos Inty SCh (p = 0.043 y p = 0.036 respectivamente).
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Figura 30. Efectos de la intensidad del entrenamiento de evitacién inhibitoria sobre el conteo celular en
el GD. Se muestra el porcentaje promedio y error estandar de las células Arc positivas. Se observa un
incremento significativo en el grupo 0.5 mA en comparacién con los grupos Int, 0.0 mA y SCh (*p <
0.005). También se observé un incremento significativo en el grupo 1.0 mA en comparacién con los
grupos Inty SCh (®*p < 0.05). Grupos: Int, sin tratamiento; 0.0 mA, entrenado sin choque eléctrico; 0.5
mA, entrenado con intensidad baja de choque eléctrico; 1.0 mA, entrenado con intensidad moderada
de choque eléctrico; 2.0 mA, entrenado con intensidad alta de choque eléctrico; SCh, recibié un choque
eléctrico de 2.0 mA, pero sin entrenamiento (control choque).
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X. EXPERIMENTO 3: El incremento de la concentracién de corticosterona en
sangre esta relacionado con la intensidad del choque eléctrico y no con la

intensidad del entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria

Como indice de la intensidad del entrenamiento, se estudi6 si la concentracion
de CORT en sangre estaba relacionada con la intensidad de los choques eléctricos
usados durante el entrenamiento. de Kloet, Vreugdenhil, Oitzl y Joéls (1998),
reportaron que la liberacion de CORT normalmente alcanza los niveles maximos
dentro de los 15 min después de la activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal
(HHA). Por esta razon, grupos independientes de ratas (n = 4 por grupo) fueron
entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria, con las mismas intensidades (0.0, 0.5,
1.0 y 2.0 mA) y las condiciones control (grupos Int y SCh) descritos en los
experimentos anteriores. Posteriormente las ratas fueron sacrificadas 15 min después
del entrenamiento, con el objetivo de obtener la sangre para la medicién de CORT. Al
mismo tiempo evaluamos la concentracion sérica de CORT en los animales que
fueron sacrificados para el analisis de la expresion de Arc 45 min después de la tarea

de evitacion inhibitoria (Experimento 2).

1. Medicién de CORT por radioinmunoensayo

La concentracion de CORT en suero sanguineo se determiné mediante la
técnica de radioinmunoensayo (RIA por su abreviatura del inglés Radioimmunoassay),
utilizando el anticuerpo policlonal anti-CORT de oveja (AB1297, Merck-Millipore) a una
dilucion de 1:9000. Las muestras de suero fueron extraidas a partir de la sangre de
las ratas y posteriormente se diluyeron a 1:500 en tampén de fosfato 0.01 M a pH 7.5,
con NaCl 0.15 My gelatina al 0.1 % y se calentaron a 98 °C durante 10 min. La curva
estandar fue de: 5-4.000 pg de CORT/ml (CORT, namero de catalogo 46148, Sigma-
Aldrich) (Vetranal analytical standard), las muestras fueron analizadas por duplicado.

2. Resultados

La prueba de ANOVA de una via, para las mediciones de concentracién de
CORT en suero a los 15 minutos mostro diferencias significativas entre los grupos (F,
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13) = 10.55, p < 0.0005). La prueba post hoc de Bonferroni mostré una concentracion
significativamente més alta de CORT en el grupo de 2.0 mA comparado con los grupos
Inty 0.5 mA (p < 0.05 para ambas comparaciones), ademas, el grupo SCh presento
una mayor cantidad de CORT que los grupos Int, 0.0 y 0.5 mA (p < 0.001, 0.001 y
0.005, respectivamente) (Figura 31A). El analisis de la concentracion de CORT a los
45 min después del entrenamiento, no revelé diferencias significativas entre los grupos
(ANOVA F,18 = 1.48, p = 0.24) (Figura 31B). El choque eléctrico alto, aumento la
concentracion de CORT en suero a los 15 min, la cual se normalizd 45 minutos
después del entrenamiento. Por lo tanto, la concentracibn de CORT aumentd en
respuesta a la mayor intensidad de choque eléctrico, independientemente de si las

ratas fueron entrenadas o no.
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Figura 31. La concentracion de CORT en sangre se relaciona con la intensidad del choque eléctrico.
Promedio y error estandar de la concentracion de CORT en suero. (A). Mediciones realizadas a los 15
min después del entrenamiento, se observa un aumento en comparacién con los grupos Inty 0.5 mA
(*p <0.05, **p <0.005) y en comparacion con el grupo de 0.0 mA (’p <0.01). (B). No se encontraron
diferencias significativas a los 45 minutos después del entrenamiento. Grupos: Int, sin tratamiento; 0.0
mA, entrenado sin choque eléctrico; 0.5 mA, entrenado con intensidad baja de choque eléctrico; 1.0
mA, entrenado con intensidad moderada de choque eléctrico; 2.0 mA, entrenado con intensidad alta
de choque eléctrico; SCh, recibid un choque eléctrico de 2.0 mA, pero sin entrenamiento (control

choque).
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Xl.  DISCUSION

Los principales resultados del presente estudio son: 1) como se esperaba, el
entrenamiento con una alta intensidad de choque eléctrico produjo una mayor
resistencia a la extincion que el entrenamiento con intensidades de choque eléctrico
moderadas o bajas; 2) el grupo entrenado con la intensidad alta de choque eléctrico
tuvo una mayor area de expresion de Arc en el estriado ventral que los grupos de
choque eléctrico moderado y bajo, mientras que ninguno de los tratamientos produjo
cambios en la expresion de Arc en el estriado dorsal; 3) el entrenamiento con
intensidades de choque eléctrico moderadas y altas aument6 el nimero de neuronas
gue expresan la proteina Arc en el estriado ventral; 4) el grupo entrenado con la
intensidad baja de choque eléctrico tuvo una mayor area de expresion de Arc en el
GD que los demas grupos, mientras que ninguno de los tratamientos produjo ningan
cambio significativo en la expresion de Arc en las demas regiones del hipocampo; 5)
el entrenamiento con intensidades de choque eléctrico bajas y moderadas aumento el
namero de neuronas que expresan la proteina de Arc en el GD.

El entrenamiento intenso en la tarea de evitacion inhibitoria, con un choque
eléctrico de 2.0 mA, produjo una traza de memoria altamente resistente a la extincion
(Figura 23), en contraste con el grupo entrenado con 1.0 mA, el cual mostré una
latencia de retencion alta en la primera sesion de prueba, similar al grupo de
entrenamiento intenso, pero mostré una rapida extincion, no siendo diferente de los
animales entrenados con el choque eléctrico bajo y llegando a niveles similares al
grupo 0.0 mA. Estos resultados confirman observaciones previas, donde el
entrenamiento con un choque eléctrico de relativamente alta intensidad, también
indujo una mayor resistencia a la extincion del aprendizaje de evitacion inhibitoria
(Bello-Medina et al., 2016; Garin-Aguilar et al., 2012; Prado-Alcala et al., 1994; Prado-
Alcala et al., 2012).

Con respecto al analisis del area de sefal de Arc, se observo que, ninguna de
las intensidades de choque eléctrico utilizadas durante el entrenamiento, indujo
efectos estadisticamente significativos en la expresion de Arc en las regiones
dorsolateral y dorsomedial del estriado. Esto indica que, al momento de realizar la
medicion, dichas regiones no sufren cambios plasticos, independientemente de las

intensidades utilizadas durante el entrenamiento de la tarea de evitacién inhibitoria,
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los cuales son comunmente asociados al procesamiento de la informacion.

A diferencia de las regiones dorsales del estriado, en las regiones ventromedial
y ventrolateral se observé un aumento significativo en la expresion de Arc, Unicamente
en el grupo sometido al entrenamiento intenso. Lo que pudiera deberse a que mas
neuronas estriatales estan procesando los estimulos involucrados en la asociacion
aprendida, lo que se demuestra por el aumento de aproximadamente el 40% en el
namero de células que expresan la proteina Arc, observado en estas mismas
regiones, tanto en los grupos de 1.0 mA como de 2.0 mA.

Aunque existe una discrepancia entre el andlisis de la proporcién del area de
sefial de Arc y el analisis de conteo celular, esto podria explicarse por una mayor
distribucion de la proteina Arc en el soma y las dendritas de las neuronas estriatales
del grupo entrenado con 2.0 mA. Estudios anteriores han demostrado que la
administracion de clenbuterol o CORT en la amigdala inmediatamente después del
entrenamiento de evitacion inhibitoria, aumenta la concentracion de la proteina de Arc
en el hipocampo, y las cortezas prefrontal y del cingulo. Estos tratamientos también
mejoraron el desempefio de la evitacion inhibitoria en una prueba de retencion 48 h
después del entrenamiento (Mclintyre et al., 2005; McReynolds et al., 2010;
McReynolds et al., 2014). Sin embargo, los métodos utilizados en el presente estudio
no nos permitieron probar adecuadamente esta posibilidad, debido a que no se midio
cuantitativamente la expresion de la proteina Arc, ademas de que los procedimientos
histolégicos utilizados no permitieron una preservacion 6ptima de la estructura
dendritica.

La especificidad de los efectos del entrenamiento intenso sobre la expresion de
la proteina de Arc, fue verificada por los resultados obtenidos en el grupo Int, el cual
fue manipulado intencionalmente como todos los demas grupos con el fin de disecar
exclusivamente la expresion de Arc debida al procesamiento de la informacion
concerniente al entrenamiento. Como se esperaba, la cantidad de células que
expresaron la proteina Arc en el grupo Int, no difiri6 de los grupos que sélo se
expusieron a la caja de evitacion inhibitoria o al choque eléctrico Unicamente.

Cabe senalar, que se ha demostrado en estudios anteriores que la exploracion
espacial induce la expresion de la proteina Arc en aproximadamente el 20% de las
neuronas estriatales (Vazdarjanova et al., 2006); de igual forman en este estudio

también observamos que aproximadamente el 20% de las neuronas del estriado
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ventral expresan Arc después de que las ratas exploraron la caja de evitacion
inhibitoria (grupo de 0.0 mA), sugiriendo que la exploracién, puede explicar la baja
cantidad de neuronas que expresan Arc en estas condiciones. Es importante notar
que el grupo entrenado con baja intensidad no mostré un incremento en las células
que expresan Arc en ninguna de las regiones del estriado. Esto podria indicar que se
debe alcanzar un cierto umbral en la intensidad de la estimulacion aversiva para poder
inducir un incremento significativo de Arc en esta estructura.

Con respecto al andlisis del area de sefial de Arc en el hipocampo, se observo
que ninguna de las intensidades de choque eléctrico utilizadas durante el
entrenamiento, indujo algun efecto significativo en la expresion de Arc en las regiones
de CAl, CA2 y CA3. Esto indica que, al igual que las regiones dorsales del estriado,
al momento de realizar la medicion, las diferentes intensidades utilizadas durante el
entrenamiento de la tarea de evitacion inhibitoria, no inducen cambios plasticos que
comunmente son asociados al procesamiento de la informacion.

Por otra parte, el GD presentd un aumento en la proporcion del area de sefal
de Arc Unicamente en el grupo entrenado con la intensidad mas baja de choque
eléctrico. Esto indica que probablemente las neuronas granulares del GD estan
involucradas en el procesamiento de la informacion de la tarea bajo una estimulacién
aversiva leve, pero cuando la intensidad del choque eléctrico aumenta; la participacion
del GD disminuye al grado de no ser diferente de las ratas que Unicamente exploraron
la caja de evitacion inhibitoria.

De igual forma que en los resultados encontrados en el andlisis del estriado, el
GD muestra una discrepancia entre el analisis de la proporcion del area de sefal de
Arc y el andlisis de conteo celular. En este caso, se observé un incremento en el
namero de células Arc positivas tanto en el grupo de 0.5 mA, como en el grupo de 1.0
mA, sin embargo, a diferencia del primer grupo, el incremento encontrado en el ultimo,
fue menos significativo y no fue diferente del grupo 0.0 mA. Esta diferencia también
podria explicarse, por una mayor distribucién de la proteina Arc en el soma vy las
dendritas de las neuronas granulares del GD en el grupo entrenado con 0.5 mA.

Una posible explicacion a estos resultados, radica en la capacidad del GD de
generar nuevas neuronas en el animal adulto (Ehninger & Kempermann, 2008).
Ademas se ha demostrado que estas nuevas neuronas presentan una mayor

probabilidad de respuesta en comparacién con neuronas generadas previamente en
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la misma estructura (Schmidt-Hieber, Jonas, & Bischofberger, 2004). Sin embargo las
células granulares del giro dentado en general, poseen una alta concentracion de
receptores a glucocorticoides, los cuales estan presentes tanto en el soma como en
las dendritas de las neuronas granulares (Morimoto, Morita, Ozawa, Yokoyama, &
Kawata, 1996). Por lo tanto, es posible que la activacion de estos receptores juegue
un papel muy importante en la probabilidad de activacion de las neuronas granulares.
De esta forma cuando la experiencia es ligeramente aversiva, el hipocampo participa
modulando el procesamiento de la informacion, sin embargo, cuando la experiencia
es muy aversiva las neuronas granulares se hacen silentes, disminuyendo asi la
probabilidad de ser reclutadas y de sufrir cambios plasticos.

Este efecto en la activacion neuronal del GD puede ser producido por los
efectos nocivos que presenta la corticosterona en la neurogénesis. Varios estudios
sugieren que la exposicion aguda a una situacién estresante disminuye la proliferacion
celular en el GD (Schoenfeld & Gould, 2013). La exposicion aguda a una miembro
dominante de la misma especie (derrota social), reduce la proliferacion celular en el
GD en ratones, musarafias y tities (Gould, McEwen, Tanapat, Galea, & Fuchs, 1997;
Gould, Tanapat, McEwen, Flugge, & Fuchs, 1998; Lagace et al., 2010). Del mismo
modo, la exposicion aguda a la trimetiltiazolina (TMT), un olor natural de los zorros
(depredadores de los roedores), disminuye la proliferacion celular en el GD de ratas
(Hill, Kambo, Sun, Gorzalka, & Galea, 2006; Kambo & Galea, 2006; Mirescu, Peters,
& Gould, 2004; Tanapat, Hastings, Rydel, Galea, & Gould, 2001). Mas importante aun,
el entrenamiento con estimulos eléctricos disminuye la proliferacion celular en estos
mismos animales (Malberg & Duman, 2003).

Ademas de los efectos observados en la proliferacion celular, también se ha
observado una disminucién en la tasa de diferenciacién neuronal en ratas luego de
someterlas a una presentacion aguda del olor a un depredador TMT (Tanapat et al.,
2001) y una disminucion de la supervivencia de las nuevas ceélulas granulares
vinculada a la experiencia de derrota social aguda y de exposicion aguda al olor de
depredadores TMT (Tanapat et al., 2001; Thomas, Hotsenpiller, & Peterson, 2007).

Por otro lado, el aumento moderado del porcentaje de células expresando Arc
en el grupo de 1.0 mA, podria indicar que, a pesar de la reduccion en la expresion de
esta proteina Arc en el GD, si existe un reclutamiento de neuronas, las cuales podrian

no presentar cambios drasticos en la estructura y/o funcionalidad de esta region, pero
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de igual forma participar en procesamiento de informacion vinculado al aprendizaje de
la tarea de evitacion inhibitoria.

De forma interesante, las mediciones de CORT en suero sanguineo mostraron
un incremento en los animales entrenados con el choque eléctrico alto; Sin embargo,
este aumento también fue hallado en el grupo que recibié el choque eléctrico alto, pero
no fue entrenado (SCh). Este resultado indica que la liberacién de CORT obedece
principalmente a la administracion del estimulo aversivo y no al entrenamiento de la
tarea de evitacion inhibitoria.

Un hecho muy importante es que el aumento en la expresion de la proteina Arc
en el estriado ventral no fue inducido en el grupo SCh, lo que indica que la expresion
de Arc en el estriado ventral no estéa relacionada con la estimulacion aversiva per se,
como si lo es la liberacion de CORT, sino que esta relacionada con los procesos
asociativos complejos, derivados de la interaccion entre el contexto, el choque
eléctrico alto y el desempefio motor implicado en la adquisicion de la tarea.

En conjunto estos hallazgos demuestran que, en comparacion con el
entrenamiento bajo y moderado, el entrenamiento intenso induce una mayor expresion
de la proteina Arc en un mayor numero de neuronas del estriado ventral y
probablemente, una mayor cantidad de Arc en estas neuronas. El papel de Arc en la
plasticidad sinaptica a largo plazo esta bien documentado (Bramham, Worley, Moore,
& Guzowski, 2008; Nonaka et al., 2014; Steward & Worley, 2002). El aumento de la
expresion de la proteina de Arc producida por el entrenamiento intenso podria estar
implicado en la generacion de modificaciones sinpticas robustas, como las
observadas en la densidad y morfologia de las espinas dendriticas estriatales después
de un entrenamiento intenso en la tarea de evitacion inhibitoria (Bello-Medina et al.,
2016). Estas modificaciones sinapticas estan probablemente involucradas en los
mecanismos que subyacen a la induccion de una mayor resistencia a la extincion
observada en los animales sometidos a entrenamientos intensos. Por esta razon, se
considera que la evaluacion de la expresion de Arc nos brinda pistas razonables
acerca de los mecanismos neuronales implicados en el aprendizaje incrementado.

Las dos medidas utilizadas para analizar la expresion de la proteina Arc,
indicaron consistentemente que las regiones ventrales del estriado eran las Unicas
regiones estriatales donde esta expresion se incrementd después de un

entrenamiento intenso. Esto puede explicarse por sus caracteristicas anatdbmicas y
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funcionales. Estas regiones estriatales se comunican con diferentes regiones
corticales y limbicas (Berendse, Galis-de Graaf, & Groenewegen, 1992; McGeorge &
Faull, 1989; Ramanathan, Hanley, Deniau, & Bolam, 2002; Voorn et al., 2004). Es
importante destacar que la region estriatal ventrolateral se comunica con la corteza
insular (Lasiter, Deems, & Glanzman, 1985), que esta involucrada en asociaciones
motivadas aversivamente (Bermudez-Rattoni, 2014), y se ha propuesto que el estriado
ventrolateral participa en la integracion de los atributos afectivos de los estimulos
asociados (Lelos, Harrison, & Dunnett, 2011). Por otro lado, estas mismas mediciones,
también indican un posible papel inhibidor de las altas concentraciones de
corticosterona en el GD.

Una inhibicién de la actividad hipocampal y un incremento de la actividad
estriatal inducido por experiencias estresantes, coincide con estudios previos en los
cuales se ha demostrado que el estrés agudo modula los sistemas mudltiples de
memoria a favor del aprendizaje de estimulo-respuesta (dependiente del estriado), a
expensas del aprendizaje espacial (dependiente del hipocampo) (Schwabe, Dalm,
Schachinger, & Oitzl, 2008).

En dichos estudios, el entrenamiento en un laberinto en cruz de doble solucion
luego de una pre-exposicion aguda a experiencias emotivas (antes del entrenamiento
o la evocaciéon de la tarea), tales como la restriccion del movimiento o choques
eléctricos inescapables (Kim, Lee, Han, & Packard, 2001), la exposicién al olor de un
depredador (Packard, 2009), o la inyeccion periférica de drogas ansiogénicas
(Packard & Wingard, 2004), induce una predisposicion en las ratas hacia el uso de la
memoria de habitos.

Ademas, se ha demostrado que la administracion de farmacos ansiogénicos
directamente en la BLA es suficiente para inducir la misma predisposicion hacia la
memoria de habitos en ratas (Packard & Wingard, 2004). Inclusive en una tarea de
laberinto en cruz de una sola solucion, que requiere el uso tanto de aprendizajes
cognitivo como de habitos, la administracion directa de drogas ansiogénicas en la BLA
induce un efecto perjudicial sobre la memoria dependiente del hipocampo, lo cual a
su vez, produce una facilitacion del aprendizaje de habitos; esto debido a la
eliminacién de la interferencia competitiva entre los sistemas de memoria cognitivo y
de habitos (Wingard & Packard, 2008).
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En conclusion, el entrenamiento intenso induce un incremento tanto en la
resistencia a la extincion como en la expresion de la proteina Arc y en el nUmero de
células activas en las regiones ventrales del estriado. Por otro lado, un efecto inverso
fue observado en el GD, donde este tipo de entrenamiento indujo una disminucion de
la expresion de la proteina Arc y del nimero de células activas en comparacion con el
entrenamiento bajo. Estos resultados sugieren que, durante una experiencia de
aprendizaje incrementado, existe una disminucion en la actividad del giro dentado, asi
como un incremento en la actividad de las regiones ventrales del estriado lo que podria
estar vinculado a un proceso de eliminacion de la interferencia competitiva entre los
sistemas de memoria cognitivo y de habitos. Esto explicaria porque el aprendizaje
incrementado presenta un aumento en la resistencia a la extincion. Puesto que es
sabido que los aprendizajes de tipo procedimental o de habitos son mucho mas

dificiles de extinguir que los cognitivos.

Xll.  PERSPECTIVAS

Como perspectivas, proponemos realizar la medicién de la concentracion de la
proteina Arc en fracciones de sinaptoneurosomas, en ratas entrenadas con diferentes
intensidades de choque eléctrico, con el fin de demostrar que el incremento observado
en el area de sefial de Arc y no en el conteo celular, obedece a la acumulacién de la
proteina en las dendritas.

Ademas, también proponemos realizar un analisis de la expresion de Arc en las
diferentes regiones de la amigdala, asi como una determinacion de los tipos celulares
gue estan expresando la proteina, en cada una de las estructuras analizadas.

Por otro lado, también se propone realizar la medicion de la fosforilacién del
receptor a glucocorticoides en la serina 211, el cual es un indicador de la activacion
del receptor por la unidon a ligando, asi como de su actividad como factor de
transcripcion (trabajo en curso).

Por ultimo, se propone realizar un analisis de la actividad electrofisiolégica de
las diferentes regiones de cada una de las estructuras antes mencionadas, durante el
entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria utilizando diferentes intensidades de

choque eléctrico.
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ABSTRACT

Intense training refers to training mediated by emotionally arousing experiences, such as aversive con-
ditioning motivated by relatively high intensities of foot-shock, which produces a strong memory that
is highly resistant to extinction. Intense training protects memory consolidation against the amnestic
effects of a wide variety of treatments, administered systemically or directly into brain structures. The
mechanisms of this protective effect are unknown. To determine a potential neurobiological correlate
of the protective effect of intense training, rats were trained in a one-trial step-through inhibitory avoid-
ance task using different intensities of foot-shock (0.0, 0.5, 1.0, and 2.0 mA). Some rats from each group
were sacrificed 45 min after training for immunohistochemical Arc protein detection in dorsal and ven-
tral striatum; other rats were tested for extinction during six consecutive days, starting 48 h after train-
ing. The results showed that training with 1.0 and 2.0 mA produced optimal retention scores, which were
significantly higher than those of the 0.5 and 0.0 mA groups. Also, a higher resistance to extinction was
obtained with 2.0 mA than with the other intensities. A high number of neurons expressed Arc in ventral,
but not in dorsal striatum in both the 1.0 and 2.0 mA groups, with a larger area of Arc signal in the latter
group. We conclude that an increased Arc expression may be related to enhanced synaptic plasticity in
the ventral striatum, suggesting that it may be one of the physiological substrates of enhanced learning.

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

& Taylor, 2011), and learning produced by intense training
(Prado-Alcala, Medina, Lopez, & Quirarte, 2012). The latter refers

Information derived from different learning experiences are not
similarly stored and retrieved. Compared with events with a
neutral connotation, emotional or aversive events are recalled
better due to the release of stress hormones, which interact with
endogenous neurotransmitters to facilitate memory consolidation
(McGaugh, 2013; Schwabe, Joéls, Roozendaal, Wolf, & Oitzl,
2012). Furthermore, stronger consolidation is produced by
enhanced learning. Examples of enhanced learning are post-
traumatic stress disorder (PTSD) (Parsons & Ressler, 2013),
addiction-motivated learning (Hyman, 2005; Torregrossa, Corlett,
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E-mail addresses: alekssandr@gmail.com (D.A. Gonzdlez- Franco), vramireza-
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vo), prado@unam.mx (R.A. Prado-Alcald), ginaqui@unam.mx (G.L. Quirarte).
! Current address: Instituto de Investigacion Médica Mercedes y Martin Ferreira,
INIMEC-CONICET-UNC, Av. Friuli 2434, 5016 Cordoba, Argentina.

http://dx.doi.org/10.1016/j.0lm.2017.02.001
1074-7427/@ 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

to learning mediated by a high number of trials or training
sessions, or to one-trial aversive conditioning motivated by high
intensities of foot-shock (Prado-Alcala, 1995; Prado-Alcala et al.,
2007, 2012). The present work focused on intense training.
Intense training produces a strong memory of inhibitory avoid-
ance (IA) which is quite resistant to extinction (Bello-Medina,
Flores, Quirarte, McGaugh, & Prado Alcald, 2016; Garin-Aguilar
et al, 2012; Prado-Alcald, Haiek, Rivas, Roldan-Roldan, &
Quirarte, 1994), and to a wide variety of amnestic treatments,
administered either systemically or directly into brain structures;
these include sodium channel blockers (Garin-Aguilar, Medina,
Quirarte, McGaugh, & Prado-Alcald, 2014; Salado-Castillo,
Sanchez-Alavéz, Quirarte, Martinez Garcia, & Prado-Alcala, 2011),
protein synthesis inhibitors (Diaz-Trujillo et al., 2009), and
neurotransmitter receptor antagonists (Cobos-Zapiam et al,
1996; Duran-Arévalo, Cruz-Morales, & Prado-Alcala, 1990;
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Solana-Figueroa, Salado-Castillo, Quirarte, Galindo, & Prado-Alcald,
2002).

The protective effect of intense training has been studied in sev-
eral brain structures involved in memory consolidation, such as the
hippocampus (Quiroz et al., 2003 ), amygdala (Salado-Castillo et al.,
2011), substantia nigra (Cobos-Zapiain et al., 1996; Salado-Castillo
et al., 2011), and striatum (Prado-Alcald & Cobos-Zapiain, 1977;
Pérez-Ruiz & Prado-Alcala, 1989). Importantly, the striatum also
has been linked to PTSD (Goodman, Leong, & Packard, 2012), and
to the reward-reinforcement learning involved in drug addiction
(Yager, Garcia, Wunsch, & Ferguson, 2015).

Growing evidence supports a functional heterogeneity of the
striatum. This has led to anatomically dissect the striatum into dis-
tinct functional regions or compartments. Taking into account the
reciprocal and unidirectional connections with the hippocampus,
amygdala, and motor cortical areas, the striatum has been divided
into dorsolateral, dorsomedial and ventral regions (Voorn,
Vanderschuren, Groenewegen, Robbins, & Pennartz, 2004), albeit
other groups suggest a functional distinction between the dorso-
medial and dorsolateral regions because the former is predomi-
nantly involved in spatial/contextual learning, whereas the latter
enables the formation of procedural learning (Devan & White,
1999; Lozano, Serafin, Prado-Alcala, Roozendaal, & Quirarte,
2013; Packard & Knowlton, 2002; White & McDonald, 2002). We
have also reported that there is a differential involvement of its
medial and lateral regions in memory consolidation of inhibitory
avoidance learning (Salado-Castillo, Draz del Guante, Alvarado,
Quirarte, & Prado-Alcala, 1996), and that intense training increases
dendritic mushroom spines in dorsomedial, but not in the dorso-
lateral striatum (Bello-Medina et al., 2016). In addition, cholinergic
blockade of dorsal striatum induced retention deficits of an aver-
sively motivated task while blockade of ventral striatum facilitated
retention of this task (Neill & Grossman, 1970).

Given the functional heterogeneity of the striatum, the aim of
this study was to determine whether different intensities of foot-
shock used in inhibitory avoidance training induce distinct pat-
terns of neuronal activation. One strategy to visualize neuronal
activation is to measure the expression of immediate-early genes
(IEGs). IEG expression is a well-recognized powerful tool for eval-
uating neuronal activity in the brain; detection of IEG mRNA or
protein products in the brain provides information about where
and when neurons were activated (Okuno, 2011; Ramirez-Amaya
et al., 2005). One such IEG is Arc (Activity-regulated cytoskeletal
associated protein, also known as Arg3.1) (Link et al., 1995;
Lyford et al., 1995), whose expression is highly dynamic and is
induced by robustly patterned synaptic activity, including natural
stimuli, seizures, LTP, and memory-related processes (Guzowski,
2002; Guzowski, Setlow, Wagner, & McGaugh, 2001; Guzowski
et al., 2000; Lyford et al., 1995; Ramirez-Amaya et al., 2005).

Exploration of new environments induces strong Arc expression
in the hippocampus as well as in related neocortical areas such as
the parietal and entorhinal cortex in rats and mice (Guzowski,
McNaughton, Barnes, & Worley, 1999; Ramirez-Amaya et al.,
2005). Arc involvement in learning and memory processes is fur-
ther supported by the deterioration of long-term potentiation
and spatial water maze learning produced by inhibition of its
expression with infusion of antisense oligodeoxynucleotides
directly into the hippocampus (Guzowski et al., 2000); this inhibi-
tion also impairs long-term, but not short-term memory of inhibi-
tory avoidance (Mclntyre et al., 2005). Furthermore, it was found
that in the hippocampus and cortex of rats the proportion of cells
expressing Arc protein is the same as that of cells that express Arc
mRNA after spatial exploration (Ramirez-Amaya et al,, 2005).

Although Arc mRNA expression in dorsomedial or dorsolateral
striatum alone did not correlate with the stage of training in a
dual-solution task (a task that can be solved using either place or

response strategies), the ratio of expression in the dorsomedial
striatum to that in the dorsolateral striatum was relatively high
among rats that used a place strategy early in training, as com-
pared with the ratio among over-trained response rats (Gardner
et al., 2016). Together, these data stress the importance of Arc pro-
tein in the consolidation of different types of memory, as well as its
usefulness for mapping neuronal networks that underlie informa-
tion processing.

In sum, the studies described above showed that there is a
regional differentiation within the striatum regarding the process-
ing of information involved in memory of diverse tasks, mediated
by moderate or intense training. In the present work we hypothe-
sized that moderate training of inhibitory avoidance induces the
expression of Arc protein in different striatal regions; we also pre-
dicted that intense training will induce a higher expression of this
protein in different striatal regions.

In order to test these hypotheses, we evaluated the expression
patterns of the IEG Arc in the dorsomedial, dorsolateral, ventrome-
dial, and ventrolateral regions of the striatum after training rats in
the inhibitory avoidance task with different foot-shock intensities.
Additionally, as an indication of the extent of emotional arousal
produced by the task, we quantified blood serum corticosterone
(CORT) concentration, which correlates positively with the inten-
sity of aversive training (Cordero, Merino, & Sandi, 1998).

2. General methods

This section describes the procedures common to the different
experiments of this study.

All experimental procedures were approved by the Animal
Ethics Committee of the Instituto de Neurobiologia, Universidad
Nacional Auténoma de México, which complies with the Mexican
Council Norm (SAGARPA NOM-062-Z00-1999) and the NIH Guide-
lines for the Care and Use of Laboratory Animals (National
Research Council, 2011).

2.1. Subjects

We studied 98 adult male Wistar rats (250-350 g; 8-9 weeks
old on arrival to the laboratory vivarium), which were maintained
in a room with a 12/12 h light-dark cycle (lights on at 7:00 h) and
housed individually in acrylic cages with food and tap water ad li-
bitum. The temperature of the room where the animals were
housed was kept at 21 °C.

2.2. Handling

Rats were handled, once a day, for 5 min across 3 days prior to
the experiments. The handling procedure consisted of gently
touching and holding the rat with both hands. All animals were
handled and transported from the vivarium to the handling room,
including a group that never experienced the inhibitory avoidance
task nor the training room (group Cage). All the experiments were
performed between 9:00 h and 13:00 h.

2.3. Apparatus

The rats were trained in an inhibitory avoidance apparatus con-
sisting of two compartments separated by a sliding door. The safe
compartment (30 x 30 x 30 cm) had a lid and walls made of red-
colored acrylic, with a floor made of stainless steel bars (6 mm in
diameter, 9 mm apart). This compartment was illuminated by a
10 W light bulb located in the center of its lid. The other, non-
illuminated shock compartment (30 cm long) had front and back
walls and a floor made of stainless steel plates with side walls
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and lid constructed of red-colored acrylic. The walls and floor were
shaped like 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 separated the
two stainless steel plates that make up the walls and floor. Upon
entering the non-illuminated compartment, the rats were in con-
tact with both plates through which a foot-shock could be deliv-
ered. A square-pulse stimulator (Grass model S-48) in series with
a constant current unit (Grass model CCU-1) 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 equipment. Both compartments were wiped with 10%
alcohol before and after each trial. The apparatus was located
inside a dark, sound-proof room provided with background mask-
ing noise.

2.4. Statistical analysis

Because the measurement of retention of the IA task was trun-
cated at 600 s, nonparametric statistics were used in analyzing the
behavioral results. Independent Kruskal-Wallis ANOVAs were
computed for acquisition and escape latencies. When appropriate,
the Mann-Whitney U test was used to make comparisons between
any two groups. In the experiment on extinction the Friedman test
was used to analyze retention latencies across the six days of test-
ing for each group, followed by the Wilcoxon Signed-Rank Test to
make comparisons between any two days along the extinction ses-
sions in each group. To compare retention scores among the groups
on each day of extinction testing the Kruskal-Wallis and the Mann-
Whitney U tests were applied. For the histological results, indepen-
dent one-way ANOVAs were used to analyze the area of Arc signal,
the percentage of Arc-expressing cells, as well as the CORT serum
concentration. When the F-ratios were significant, a Bonferroni
multiple comparisons test was used to carry out pairwise compar-
isons. All statistical analyses were performed using SigmaStat Ver-
sion 4.0.

3. High foot-shock intensity during the inhibitory avoidance
training produces enhanced learning

Because one of the main objectives of this study was to evaluate
possible changes in the expression of Arc after low, moderate, and
intense training, it was important to demonstrate that training
with 2.0 mA produces stronger learning than training with 0.0,
0.5, or 1.0 mA. To this end we measured resistance to extinction,
which is stronger when a learning experience is also stronger.

On the day of training, each rat was placed inside the safe com-
partment and 10 s later the door between the two compartments
was opened. The latency to cross from the safe to the shock com-
partment is referred to as the training latency. Once the animals
crossed to this compartment the door was closed and a foot-
shock was delivered (a train of 50 ms square pulses at 10 Hz, with
intensities of 0.5, 1.0, or 2.0 mA). Five seconds later the door was
reopened, allowing the rat to escape to the safe compartment
and then the stimulator was turned off; this latency is referred to
as the escape latency. After 30 s in the safe compartment the rat
was placed back in its home cage. The 0.0 mA group was trained
in the inhibitory avoidance task, except that the foot-shock was
not delivered. In this group, once the rats crossed into the shock
compartment, the door was re-opened after 5s, and the latency
to return to the safe compartment was computed; there were 10
rats per group.

Extinction of the task was measured on six consecutive days,
starting 48 h after training. The same procedure as in training
was followed, except that the foot-shock was omitted; if the rat

did not cross into to the shock compartment within 600 s, the ses-
sion ended and a retention latency score of 600 s was assigned.

3.1. Results

The Kruskal-Wallis test demonstrated that there were no signif-
icant differences in the training latency among the groups (H(3)
=5.06, p=0.17) (Fig. 1A). In the case of escape latencies significant
differences were observed among the groups (H(3)=13.90,
p <0.005). Pairwise comparisons revealed that the 0.0 mA group
had a significantly higher escape latency compared to the 0.5,
1.0, and 2.0 mA groups (p's <0.01, 0.005, and 0.05, respectively).
The escape latencies of the latter three groups did not differ from
each other (Fig. 1B).

As depicted in Fig. 1C, the Friedman test revealed significant dif-
ferences throughout the extinction sessions in the 0.5 (X*(5)
=26.36, p<0.001); 1.0 (X*(5)=37.42, p<0.001); and 2.0 (X*5)
=29.89, p < 0.001) mA groups, while no differences were found in
the 0.0 mA group (X*(5)=6.38, p=0.23). The Wilcoxon matched-
pairs test showed that the 0.5 mA group had a significant reduction
in the retention latency on the third extinction day compared to
the first extinction day (Z = 36, p <0.01) and continued low during
the remaining sessions (Z =36, p <0.01 for the fourth, fifth, and
sixth extinction days). The 1.0 mA group had a significant decrease
in the retention latency on the second extinction day compared to
the first day (Z = 26, p < 0.05). This reduction was more evident on
the third extinction day and remained low up to the sixth day
(Z =55, p<0.005 from the third to the sixth extinction day). The
20mA group had the maximum median retention latency
(600s) during the first three extinction sessions; on the fourth,
fifth and sixth days, a significant reduction on the retention laten-
cies was observed (Z =21, p < 0.05 for both fourth and fifth days;
Z =36, p<0.01 for sixth day).

Session by session comparisons of retention scores among the
groups across the six extinction sessions yielded significant differ-
ences (H(3)=range 17.34-35.25, p<0.001 in each session). As
depicted in Fig. 1C, group 2.0 mA had higher retention scores on
every session than the rest of the groups (p values ranging between
0.001 and 0.0001), except for the first session where it did not dif-
fer from the 1.0 mA group. In turn, the 1.0 mA group had signifi-
cantly higher scores than the 0.5 mA group only on the first
session (p <0.005), while it differed from the 0.0 mA group on
the first five sessions (p values ranging from 0.01 to 0.001) but
not in the sixth session. Lastly, the 0.5 mA group had higher reten-
tion latencies than the 0.0 mA group only in the first and third ses-
sions (p's < 0.001 and 0.05, respectively).

4, Intense inhibitory avoidance training increases Arc protein
expression in ventral but not in dorsal regions of the striatum

In order to explore the effects of moderate and intense training
on neuronal activation of the striatum, groups of rats were trained
using 0.0, 0.5, 1.0, or 2.0 mA; none of these groups was tested for
retention of the task, and they were sacrificed 45 min after train-
ing. The 0.0 mA group was trained in the inhibitory avoidance task,
except that the foot-shock was not delivered. In this group, once
the rats crossed into the shock compartment, the door was re-
opened after 5 s, and the latency to return to the safe compartment
was computed. We also studied another group to factor out the
effects of the foot-shock. This group received the highest intensity
foot-shock (2.0 mA), but was not trained in the avoidance task
(shock-only group; SO-2); the rats of this group were placed
directly into the shock compartment and a 2.0 mA foot-shock
was delivered (the foot-shock duration was 6.5 s, which was the
median of the duration of the foot-shock received by the 2.0 mA
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Fig. 1. Performance of groups of rats trained in inhibitory avoidance with 0.0, 0.5,
1.0, or 2.0 mA. (A) Median training latencies (with interquartile ranges). (B) Median
escape latencies (with interquartile ranges). (C) Median retention latencies across
the daily extinction sessions (EXT-1 to EXT-6). In every extinction session retention
scores of the 2.0 mA group differed significantly from the latency scores of the other
groups (p values ranging between 0.001 and 0.0001), except on EXT-1 where it did
not differ from the 1.0 mA group (n =10 per group). These results clearly indicate
that the 2.0 mA group had the highest resistance to extinction, which is indicative
of enhanced learning. p < 0.05 vs. 0.0 mA.

trained group). Immediately after the foot-shock, the rat was
placed back in its home cage. In order to determine the basal
expression of Arc protein we also studied a caged control group
that never experienced the inhibitory avoidance task nor the train-
ing room (group Cage). There were 4 rats in each group, and these
same rats were used to measure serum concentration of CORT (see
below).

4.1. Brain extraction and cryosectioning

Forty-five min after the manipulations just described the rats
were decapitated and their brains were removed and immediately
frozen in 2-methylbutane (Sigma-Aldrich) immersed in a slurry of
dry ice and ethanol. After freezing, the brains were stored at —70 °C
until cryosectioning. Using a stainless steel matrix (Electron Micro-
scopy Sciences), brain hemi-sections that included the whole stria-
tum were obtained. The hemi-sections were placed in a mold and a
block was made with Tissue-Tek OCT compound (Sakura Finetek),
such that each block contained eight brains, at least one from each
group, and their position differed in each block. Each of the result-
ing three blocks were coronally cryosectioned at —20 °C to a thick-
ness of 20 pm, using a CM 1850 Leica cryostat. The brain slices were
placed on slides and kept in a sealed box at —70 °C prior to the
immunostaining procedure.

4.2, Immunohistochemistry

Six slides from each block from the striatum (Bregma 0.24-
1.20; Paxinos & Watson, 2007), were randomly selected, and the
tissue was fixed in 2% paraformaldehyde, 7.4 pH, for 5 min, and
washed in 2x SSC, pH 7.0, followed by 50:50% acetone/methanol
at 4°C for 5min. The tissue was washed in 2x SSC and 0.05%
Tween 20 and quenched in 2x SSC and 1% H,0; for 15 min. After
blocking with a tyramide signal amplification kit (TSA) blocking
buffer (PerkinElmer Life Sciences), the slides were incubated in
polyclonal rabbit anti-Arc antibody (1:800) (kindly supplied by
Dr. Hiroyuki Okuno) for 48 h at 4°C. Incubation with the anti-
rabbit biotinylated secondary antibody (Vector Laboratories) for
2 h at room temperature was followed by amplification with the
avidin-biotin system (Vector Laboratories) for 45 min. The
immunostaining was visualized using the cyanine 3 (CY3) TSA flu-
orescence system (PerkinElmer Life Sciences), and the nuclei were
counterstained with SYTOX® Green (Molecular Probes). No
immunostaining was detected in the absence of the primary or sec-
ondary antibodies. Immunostaining for Arc usually covered
between 17 and 19 um of the thickness of the tissue; the vast
majority had 18 pm, and all slides with staining covering less than
17 um were excluded from analysis.

4.3. Image acquisition and analysis

Single optical plain images covering the 20 pm thickness of the
tissue were obtained with an Apotome system (Zeiss), using a
10x/0.45 apochromatic objective lens and a filter set for CY3 detec-
tion with a bandpass excitation of 546/12 nm and emission of 575~
640 nm, and a filter set for SYTOX® Green detection with a band-
pass excitation of 450-490 nm and emission of 515-565 nm. With
the aid of the MosaiX module these images were used to perform
image stitching to build six mosaic images per animal. Each mosaic
image was obtained in order to cover the whole striatum (Fig. 3).
The parameters for the image acquisition were set in the slice of
the animal from the Cage group in each slide. Once these parame-
ters were set, they remained constant for the rest of the brain slices
in that slide.

Analysis of the Arc expression was performed on the images
using the Image] software (Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012).
Because the number of images that would be used to count the
total number of neurons was very high (1728 images), we decided
to first do an area analysis approach, which allowed us to detect
the striatal regions that showed changes in the expression of Arc,
and then to do the cell count on the slides of such regions.

For this type of analysis, we divided the anterior striatum into
four regions: dorsomedial (DM), dorsolateral (DL), ventromedial
(VM) and ventrolateral (VL) (Fig. 2). This division was based on
mapping studies of the striatum (Prado-Alcalda & Wise, 1984;
Salado-Castillo et al., 1996). The boundary between the anterior
and posterior regions was defined as the coronal plane 0.2 mm
posterior to bregma. At each anterior-posterior level the medial-
lateral dividing line was taken as half the distance between the
most medial and most lateral extent of the striatum for that sec-
tion; similarly, the dorsal-ventral dividing line was halfway
between the most dorsal and the most ventral extent of the stria-
tum for a given section. Then a detection threshold on the grays-
cale value (defined as the grayscale value that was at least twice
as large as the background noise), was established on a tissue slice
from an animal of the Cage group in each analyzed slide; this
threshold value was used for the detection of Arc signal area of
all the tissue slices of the same slide. This threshold-setting was
used as a stereological measure to control the variation in the
signal produced by the immunostaining process. Lastly, the area
of Arc signal that reached the threshold was measured in each
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Bregma 0.72 mm

Fig. 2. Schematic diagram illustrating the location of the four striatal regions used
for the signal area measurement (gray areas), and the areas where the cell count
(black squares) was performed. Abbreviations are as follows: DM, dorsomedial; DL,
dorsolateral; VM, ventromedial; VL, ventrolateral. Drawing modified from Paxinos
& Watson (2007).

delimited region (expressed in pum). In order to minimize the vari-
ations due to the histological procedures, such as shrinkage or flat-
tening of the tissue, we divided the Arc signal area by the total area
of each given striatal region (also expressed in um), thus obtaining
the Arc signal area ratio.

Subsequently, in those striatal regions where significant differ-
ences in Arc signal area ratio were found, three sample z-stack
images, from the same slices previously analyzed, were obtained
for cell counts (0.7 um optical thickness per plane, approximately
26+2 planes of optimal staining per image, 40 x objective)
(Fig. 2). The cell count method was previously reported by
Vazdarjanova, McNaughton, Barnes, Worley, and Guzowski
(2002). Briefly, this method consists of identifying and classifying
neurons on the basis of the nuclear counterstain, thereby discrim-
inating neurons from glial cells; glial nuclei are small, with intense
and uniform DNA staining, while neuronal nuclei are larger and
have a less intense and non-uniform DNA staining. Only the
neuron-like cells found in the middle 60% of each stack were
included in the analyses (this stereological measure was used to
minimize sampling errors attributable to incomplete cells). The
probability of a biased cell count analysis regarding different cell
populations was negligible because the vast majority of striatal
neurons (95-98%) are medium spiny neurons, which have an
approximate diameter of 12-14 ym (Dudman & Gerfen, 2015;
Kemp & Powell, 1971; Kreitzer & Malenka, 2008). For Arc protein
analysis, the selected cells were classified as either positive or
negative. Positive neurons had perinuclear or cytoplasmic staining

surrounding at least 60% of nucleus circumference, and had to be
visible in at least three planes together with the cell nucleus.
Special attention was paid to ensure that the staining belonged
to the cell of interest and not to a dendrite of a different cell.

4.4, Results

4.4.1. Signal area analysis

The signal area measurements of Arc protein obtained from
mosaic images revealed no significant effects of treatments in
DM and DL regions of the striatum (F(5, 18)=1.69, p=0.19; and
F(5, 18)=2.15, p=0.11, respectively) (Fig. 3A and B). In contrast,
the ventromedial striatal region showed significant differences
among the groups (F(5,18) = 3.9; p < 0.05), and the Bonferroni post
hoc test revealed significant differences in Arc signal area between
the 2.0 mA and the SO-2 groups (p < 0.05); there were no signifi-
cant differences when pairwise comparisons were made with the
rest of the groups (Fig. 3C).

In the ventrolateral region of the striatum significant differ-
ences were also found among groups (Fs1s)=3.76; p < 0.05). The
Bonferroni post hoc analysis revealed that Arc signal area was sig-
nificantly higher in the 2.0 mA group than in the Cage, 0.0 mA, and
S0-2 groups (p's < 0.05, 0.05, and <0.01, respectively). Bonferroni
pairwise comparisons showed that the rest of the groups did not
differ significantly from each other (Fig. 3D).

As stated above, the signal area measurement revealed that no
changes in Arc protein expression in DM and DL striatum were pro-
duced by any of the experimental manipulations. By contrast, in
the ventral striatal regions training with the higher foot-shock
(2.0 mA) induced Arc protein expression particularly in the ventro-
lateral striatal regions. This increase in Arc protein could be related
to a higher concentration of Arc protein in the active neurons, to a
higher number of active neurons, or both. In order to determine the
contribution of the number of active neurons to this outcome, a
cell count was performed in the ventromedial and ventrolateral
regions of the striatum.

4.4.2. Cell count

The one-way ANOVA showed significant differences among the
groups in the proportion of Arc expressing neurons of the ventro-
medial striatal region (F(s 15y = 11.76, p < 0.0001). The post hoc Bon-
ferroni test revealed a higher proportion of Arc-expressing neurons
in the 2.0 mA group as compared to the Cage, 0.0, 0.5 mA, and SO-2
groups (p's < 0.001, 0.005, 0.005, and 0.001, respectively). Group
1.0 mA also had a higher proportion of Arc-expressing neurons
than the Cage and SO-2 groups (p's < 0.01 and 0.005, respectively),
but it was not significantly different from the others groups; par-
ticularly important is the lack of significance with the 0.0 and
0.5 mA groups, indicating that the increase in the number of Arc
expressing neurons in the ventromedial striatum found in the
1.0 mA group is not above the proportion of Arc expressing neu-
rons induced by exploration of the inhibitory avoidance box or
by training with the low foot-shock intensity. Significant differ-
ences were evident neither among the Cage, 0.0, 0.5 mA, and SO-
2 groups nor between the 1.0 and 2.0 mA groups.

Similarly, in the ventrolateral region of the striatum the one-
way ANOVA showed significant differences in the proportion of
Arc expressing neurons among the groups (Fis1s)=10.33,
p <0.0001); the post hoc Bonferroni test also showed a significant
increase in the 2.0 mA group as compared to the Cage, 0.0, 0.5 mA,
and SO-2 groups (p's < 0.001, 0.005, 0.004, and 0.001, respectively).
The proportion of Arc expressing neurons in the 1.0 mA group was
significantly higher with respect to the Cage and SO-2 groups
(p <0.05 in both comparisons). Significant differences were evident
neither among the Cage, 0.0, 0.5 mA, and SO-2 groups nor between
the 1.0 and 2.0 mA groups (Fig. 4B).
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Fig. 3. Effects of intensity of inhibitory avoidance training on Arc signal area in four different regions of the striatum. There were no significant differences in Arc signal area
(mean + SEM), among the groups in dorsomedial (A) and dorsolateral (B) striatum. A higher mean area of Arc signal was found in the groups trained with the high foot-shock
intensity as compared to the SO-2 group in ventromedial (C) and ventrolateral (D) striatum (n =4 per group). There was also a significant difference between the 2.0 and the
0.0 mA groups in ventrolateral striatum, ‘p < 0,05 as compared with the SO-2 group, *p < 0.05 as compared with the 0.0 mA group. (E) Representative images of SYTOX-green
counterstain for nuclei detection (green), Arc detection (red), and a merge image of Arc and nuclei from an animal trained with 2.0 mA. Scale bar = 500 pm.

These results indicate that, as in the case of non-contingent
foot-shock and the 0.0 mA groups, training with the lower foot-
shock did not induce changes in Arc expressing neurons. On the
other hand, moderate training induced an increase in these neu-
rons, which was even greater with intense training both in ventro-
medial and ventrolateral striatal neurons. Thus, the increased Arc
protein expression in ventral-medial and ventral-lateral striatum
very probably reflects the recruitment of more neurons by the
intense training.

5. Increase in serum corticosterone concentration is related to
foot-shock intensity but not to inhibitory avoidance training

As an index of strength of training, we investigated whether
CORT serum concentration was related to the intensity of the
foot-shocks used for inhibitory avoidance training. De Kloet,
Vreugdenhil, Oitzl, and Joéls (1998), reported that CORT
release usually reaches maximum levels within 15min after
hypothalamic-pituitaryadrenal (HPA) axis activation. For this
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reason, groups of rats (n =4 per group) were trained in inhibitory
avoidance, with the same intensities (0.0, 0.5, 1.0, and 2.0 mA)
and control conditions (Cage and SO-2 groups) as described above,
and then sacrificed 15 min after training; blood was collected at
this time for CORT serum concentration measurement. We also
evaluated CORT serum concentration in the animals that were sac-
rificed for Arc expression analysis 45 min after the inhibitory
avoidance task (experiment described above; Section 4).

5.1. Radioimmunoassay procedure

The concentration of CORT in serum was determined by
radioimmunoassay, using the sheep anti-CORT polyclonal antibody
(AB1297, Merck-Millipore) at 1:9000 dilution. Serum samples
were diluted 1:500 in 0.01 M phosphate buffer pH 7.5, with
0.15 M NaCl and 0.1% gelatin and heated at 98 °C for 10 min. Linear
portion of the standard curve: 5-4000 pg of CORT/ml (CORT, cata-
log number 46148, Sigma-Aldrich) (Vetranal analytical standard),
samples were assayed in duplicate.

5.2. Results

The one-way ANOVA yielded significant differences among the
groups regarding concentration of CORT in serum at 15 min after
training (Fs13)=10.55, p < 0.0005). The post hoc Bonferroni test
showed a significantly higher concentration of CORT in the
2.0 mA group than in the Cage and the 0.5 mA groups (p < 0.05
for both comparisons); the SO-2 group had a higher amount of
CORT than that of the Cage, 0.0, and 0.5 mA groups (p's < 0.001,

0.001, and 0.005, respectively) (Fig. 5A). The analysis of CORT con-
centration 45 min after the training and control procedures did not
reveal significant differences among the groups (ANOVA
Fis18)=1.48, p=0.24) (Fig. 5B). The high foot-shock clearly
increased serum glucocorticoid concentration at the earlier time
tested (15 min) which normalized 45 min after training. Thus,
serum CORT concentration increased in response to the higher
foot-shock intensity, regardless of whether the animals had been
trained or not.

6. Discussion

The main results of the present study are: (1) training with a
high foot-shock intensity produced a higher resistance to extinc-
tion than training with moderate or low foot-shock intensities;
(2) the group trained with the high foot-shock intensity had a lar-
ger area of Arc expression in ventral striatum than the moderate
and low foot-shock groups, while no changes in Arc expression
were produced in dorsal striatum by any of the treatments; (3)
training with both moderate and high foot-shock intensities
increased the number of neurons that express Arc protein in ven-
tral striatum, but not in dorsal striatum.

Intense inhibitory avoidance training, using a foot-shock of
2.0 mA, produced a memory trace that was highly resistant to
extinction (Fig. 1), contrasting with the animals trained with
1.0 mA, which on the first test session showed a similar retention
latency to the former group, but on subsequent sessions showed
rapid extinction just as the animals trained with the lower foot-
shock did. These results confirm previous observations, where
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training with a foot-shock of relatively high-intensity also induced
a higher resistance to extinction of inhibitory avoidance learning
(Bello-Medina et al.,, 2016; Garin-Aguilar et al., 2012; Prado-
Alcala et al.,, 1994, 2012).

The increase of about 40% in the number of Arc protein express-
ing cells found in the ventral regions, in both the 1.0 mA and
2.0 mA groups, does not seem to be congruent with the finding that
there was a significantly larger Arc signal area in the 2.0 mA group,
but not so in the 1.0 mA group. This apparent discrepancy might be
due to a wider distribution of Arc protein in the soma and den-
drites of striatal neurons of the animals that had been trained with
2.0 mA. However, the methods used in the present study did not
permit us to properly test this possibility because we did not mea-
sure Arc protein expression quantitatively, and because the histo-
logical procedures used did not allow for an optimal preservation
of the dendritic structure. Nonetheless, by measuring Arc protein
concentration in dendritic fractions with Western blotting, previ-
ous reports showed that administering clenbuterol or CORT into
the amygdala immediately after inhibitory avoidance training
increased dendritic Arc protein concentration in hippocampus, cin-
gulate, and prefrontal cortex; these treatments also improved inhi-
bitory avoidance performance in a retention test run 48 h after
training (Mclntyre et al., 2005; McReynolds, Holloway-Erickson,
Parmar, & Mclntyre, 2014; McReynolds et al., 2010).

The specificity of the effects of training on Arc expression was
verified by the results obtained in the Cage group, which was
intentionally manipulated like the other groups in order to factor
out the expression of Arc in the trained groups. As it was expected,
the amount of Arc-expressing cells in the Cage group did not differ
from the groups that were only exposed to the inhibitory avoid-
ance box or to the foot-shock alone.

It should be pointed out that spatial exploration is known to
induce Arc expression in about 20% of striatal neurons
(Vazdarjanova et al., 2006); we also found that about 20% of ventral
striatal neurons express Arc after the rats explored the inhibitory
avoidance box (0.0 mA group) or after inhibitory avoidance train-
ing with the low foot-shock intensity (0.5 mA), suggesting that
exploration, by itself, may account for the low amount of neurons
expressing Arc in these conditions. The fact that the group trained
with the low foot-shock intensity did not show an increment in
Arc-expressing cells points to the idea that a certain threshold in
the intensity of the aversive stimulation used for training must
be reached to induce a significant increment of Arc.

*p<0.01 vs, the 0.0 mA group (A). No significant differences were found at 45 min after training (B); n =4 per group.

Interestingly, we found that high CORT levels in blood serum
were produced after training with the high foot-shock intensity;
however, the increase in CORT release was also found in the group
that received the non-contingent high foot-shock. This outcome
leaves open the question of whether the inhibitory avoidance
training by itself produced the release of CORT, since this result
was confounded by the fact that the aversive stimulation, alone
or administered during training was accompanied by such release.

A very important fact is that the increase in the expression of
Arc protein in the ventral striatum was not induced in the high
foot-shock untrained group, indicating that expression of Arc in
the ventral striatum is not linked to the aversive stimulation per
se, as the CORT release is, but rather to the complex associative
pracesses derived from the interaction among the context, the high
foot-shock, and the motor performance involved in IA.

Taken together, this set of findings demonstrates that, com-
pared with low and moderate training, intense inhibitory avoid-
ance training induces Arc protein expression in a higher number
of neurons in ventral striatum, and, probably, a higher amount of
Arc in these neurons. The role of Arc in long-term synaptic plastic-
ity is well documented (Bramham, Worley, Moore, & Guzowski,
2008; Nonaka et al., 2014; Steward & Worley, 2002). The increased
expression of Arc protein produced by intense training could be
involved in the generation of robust synaptic modifications, such
as those seen in striatal dendritic spine density and morphology
following intense inhibitory avoidance training (Bello-Medina
et al.,, 2016). These synaptic modifications are probably involved
in the mechanisms underlying the strong resistance to extinction
shown by the animals subjected to intense training. For this rea-
son, we consider that evaluation of Arc expression gives reasonable
clues about the neuronal mechanisms involved in enhanced
learning.

The two measures used to analyze Arc protein expression, con-
sistently indicated that the ventral regions of the striatum were the
only regions where this expression was augmented after intense
training. This may be explained by their anatomical and functional
features. They communicate with different cortical and limbic
regions (Berendse, Graaf, & Groenewegen, 1992; McGeorge &
Faull, 1989; Ramanathan, Hanley, Deniau, & Bolam, 2002; Voorn
et al., 2004). Importantly, the ventrolateral striatal region commu-
nicates with the insular cortex (Lasiter, Deems, & Glanzman, 1985),
which is involved in aversively motivated associations (Bermudez-
Rattoni, 2014), and it has been proposed that the ventrolateral
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striatum is involved in integrating the affective attributes of asso-
ciated stimuli (Lelos, Harrison, & Dunnett, 2011).

In conclusion, training in the inhibitory avoidance task with a
foot-shock of moderate intensity produces good retention of the
task and an increment of active neurons in ventral, but not in dor-
sal striatum, as was also the case after training with the high-
intensity foot-shock. However, only intense training induced high
resistance to extinction and a larger area of Arc expression signal
in the ventrolateral region, thus giving support to the hypotheses
that guided this work. This Arc expression may be related to aug-
mented synaptic plasticity, and may be one of the physiological
substrates of enhanced learning.
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