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I.  Resumen
Una consecuencia comunmente reportada en pacientes con cancer es el desarrollo de nausea
y vomito anticipatorios hacia los lugares, sabores u olores que estuvieron asociados a un
tratamiento de quimioterapia. Aunque la investigacion en torno a los mecanismos
fisiologicos responsables de la ndusea anticipatoria es amplia, la neurobiologia detrés de este
fendmeno continla en proceso de ser descrita. De acuerdo con la OMS, la néusea
anticipatoria puede explicarse desde el paradigma del condicionamiento clasico en el que un
entorno es asociado con una sefial de malestar gastrico para generar un condicionamiento de
aversion al lugar (CPA). Dada la relevancia de las claves contextuales en la formacion del
CPA, se sugiere que una de las posibles estructuras participes en su establecimiento es la
porcion dorsal del hipocampo (HD), la cual ha sido relacionada con el aprendizaje contextual.
Ademas, debido a que los receptores glutamatérgicos estan ampliamente involucrados en la
formacion de memorias asociativas, la actividad glutamatérgica también podria participar en
el establecimiento de este paradigma. Por lo anterior, el presente trabajo evalu6 tanto la
participacion del HD como el papel funcional de los receptores glutamatérgicos NMDA del
HD en el establecimiento de un CPA inducido por malestar gastrico. Para ello, se entrenaron
a ratas de la cepa Wistar en un protocolo de CPA en el que los animales recibieron una
inyeccion intraperitoneal de LiCl antes de ser confinados dentro de un contexto especifico.
Posteriormente, se evalud si la integridad funcional del HD es necesaria para el
establecimiento del CPA, para ello se inactivod dicha estructura mediante la administracién
intracraneal de una mezcla de muscimol y baclofen antes del condicionamiento. Los
resultados muestran que la inactivacion del HD impide el establecimiento del CPA. Por
ultimo, se determind la participacion de los receptores NMDA del HD en el CPA a través de
la infusion de un antagonista selectivo (AP5) antes y después del condicionamiento. Los
resultados muestran que solo el blogueo de los receptores NMDA después de la asociacion
entre el contexto y la sefial de malestar gastrico impide el establecimiento del CPA. En
conjunto, estos resultados demuestran que el HD participa en la consolidacion de una
memoria aversiva inducida por agentes eméticos como el LiCl a través de la activacion de
los receptores NMDA. Debido a su semejanza con la nausea anticipatoria observada dentro
del ambito clinico, los datos obtenidos podrian contribuir en la comprension de los

mecanismos neurales responsables del desarrollo de esta respuesta.
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Il. Introduccion
Con la llegada del siglo XXI, la sociedad ha experimentado numerosas ventajas derivadas
del auge en el desarrollo cientifico y tecnoldgico. Algunos ejemplos de esto son la
disponibilidad de los servicios publicos, el acceso a la informacion de manera remota y
mejoras en el area de la salud. A pesar de estos avances, en afios recientes se ha observado
una tendencia al incremento en la incidencia de ciertas enfermedades; entre ellas, el cancer
representa una de las principales preocupaciones dentro del sector salud debido al acelerado
ascenso en la aparicién de casos nuevos en la poblaciébn mundial. Al respecto, la
Organizacién Mundial de la Salud (2020) report6 que la enfermedad del céancer constituye
unade las primeras cinco causas de muerte al generar cerca de 10 millones de decesos anuales
alrededor del mundo. Tan solo en México, el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e
Informética (INEGI) report6 que de las 1,086,743 defunciones registradas durante el 2020,
el 8% fueron generadas por tumores malignos (90,603 casos). Asimismo, se ha estimado que
la cifra de pacientes con cancer aumentard a 21.2 millones en los proximos 10 afios, mientras
que las defunciones alcanzaran valores cercanos a los 15 millones de manera anual a nivel

mundial (OMS, 2020).

Debido a que la enfermedad del cancer representa un serio problema para la salud publica,
en la actualidad se ha desarrollado una amplia gama de tratamientos que buscan disminuir o
erradicar el crecimiento tumoral. Dentro de los tratamientos propuestos, la quimioterapia es
la modalidad terapéutica utilizada con mayor frecuencia debido a su efectividad para
prolongar la esperanza de vida y reducir la progresion de la enfermedad (Fu et al., 2018).
Pese a su eficacia, se ha reportado que los farmacos o agentes quimioterapéuticos producen

efectos secundarios poco deseables, entre los que destacan la disminucion de la capacidad
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inmunoldgica frente a otras enfermedades, caida de cabello, fatiga, pérdida de apetito,
cambios en el color de piel, déficit cognitivo, diarrea, vomito, entre otros (Rodriguez, 2013).
Dentro de los efectos secundarios producidos por la quimioterapia, la ndusea constituye uno
de los principales problemas en la adherencia al tratamiento pues entre el 60 y 70% de los
pacientes refieren este sintoma después de haber sido sometidos a fuertes agentes
emetogénicos (Adel, 2017). Asimismo, dentro de las diferentes variantes de nausea inducida
por tratamiento oncoldgico, entre el 5% y 25% de los pacientes refieren haber experimentado
ndusea anticipatoria, es decir, la sensacion de vomito cuando fueron expuestos a sefiales
(sabores, olores, lugares u objetos) relacionadas con la administracion del farmaco (Chan et
al, 2015; Klosterhalfen et al., 2005). De acuerdo con el Instituto Nacional del Cancer (2022),
el desarrollo de esta respuesta se explica tipicamente desde el paradigma del
condicionamiento clasico, aunque su etiologia también incluye factores demograficos y
psicolégicos propios de los pacientes y aspectos clinicos asociados a la toxicidad del

tratamiento (Kamen et al., 2014).

El condicionamiento cléasico es un modelo que ha sido ampliamente utilizado en ciencia para
entender el aprendizaje asociativo. En dicho paradigma, un organismo aprende a asociar un
estimulo inicialmente neutro (posteriormente denominado estimulo condicionado 0 EC) y un
estimulo bioldégicamente relevante (estimulo incondicionado o El); de tal manera que, al
encontrarse nuevamente con el EC, este estimulo es capaz de evocar una respuesta
condicionada (RC), la cual es similar a la respuesta generada por el El (Stockhorst, Enck y
Klosterhalfen, 2007). Debido a que la ndusea anticipatoria se produce a través de un
condicionamiento asociativo, en el que se asume que el contexto adquiere propiedades

aversivas después de asociar la ndusea producida por un agente quimioterapéutico con los
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olores, imégenes o sonidos de la habitacidn en la que se aplico la quimioterapia (Kamen et
al., 2014; Van Hedger et al., 2018), en la actualidad se han establecido protocolos de aversion
al contexto que simulan las condiciones bajo las que se establece la nausea (Bishnoi,
Kavaliers y Ossenkopp, 2023; Cloutier et al., 2018; Doobay et al., 2021), esto con el fin de
desarrollar estrategias capaces de disminuir dichos efectos y promover la adherencia al
tratamiento por medio de la modulacién de los procesos de aprendizaje (Symonds y Hall,
2000). Pese a que se han realizado numerosos trabajos en los que se describen los procesos
fisiol6gicos asociados al desarrollo de la ndusea anticipatoria, los trabajos que relacionan la
participacién de estructuras del sistema nervioso central con nocién mnémica en el
establecimiento de dicho aprendizaje son escasos. Por lo anterior, para conseguir un
panorama mas amplio en torno a los mecanismos neuronales asociados al establecimiento de
la aversion al lugar, el presente trabajo aborda la participacion del hipocampo, una estructura
cerebral ampliamente relacionada con la memoria y el aprendizaje espacial, durante una tarea

de condicionamiento de aversion al contexto.
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I11. Antecedentes

3. 1. Aprendizaje y memoria

Uno de los principales problemas que enfrentan los organismos a lo largo de su vida es que
el entorno en el que se encuentran cambia constantemente. En el caso particular de los
animales, la ubicacion de fuentes de alimento, refugio, parejas potenciales y depredadores
puede variar como consecuencia de una amplia gama de factores (p. ej. temporada, cambios
en la temperatura, etc.) por lo que, para aumentar la probabilidad de sobrevivencia, resulta
imperante que los organismos modifiquen su comportamiento y respondan adecuadamente a
los retos ambientales a los cuales se encuentran expuestos (Nairne et al., 2012). Al respecto,
se ha propuesto que el aprendizaje y la memoria son los mecanismos empleados para realizar
las modificaciones conductuales necesarias (Van Damme et al., 2020), ya que la capacidad
de adquirir, preservar y recuperar informacion del ambiente permite realizar un seguimiento
de cualquier evento ambiental y modificar el comportamiento cuando sea requerido (Maren,

2008; Nairne et al., 2012).

Asi pues, el aprendizaje es definido como el proceso por el cual los organismos recopilan
informacion del ambiente para modificar su comportamiento (Ortega-de San Luis y Ryan,
2022). Gracias a la investigacion relacionada a este tema, se ha descrito que existen al menos
dos formas bésicas de aprendizaje: asociativo y no asociativo. El aprendizaje no asociativo
resulta de la experiencia con un solo tipo de estimulo; son ejemplos de este tipo de
aprendizaje la habituacion (decremento en la respuesta debido a la estimulacion constante) y
la sensibilizacion (incremento de la respuesta despues de una estimulacion intensa) (Brem et
al., 2013; Van Damme et al., 2021) Por otro lado, el aprendizaje asociativo deriva de la

conjuncién entre dos 0 més estimulos (condicionamiento clasico) o de la asociacion entre
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estimulos, la emision de una conducta y sus consecuencias (condicionamiento instrumental)

(Fioravante, Antzoulatos y Byrne, 2009).

Ahora bien, la memoria refiere el proceso por el cual el conocimiento adquirido durante el
aprendizaje es codificado, almacenado y posteriormente recuperado (Kandel, Dudai y
Mayord., 2014). Ya que la memoria constituye un fendmeno complejo, se han generado
diferentes clasificaciones en funcion de la duracién y el tipo de informacion que se almacena.
En cuanto al tipo de informacién, la memoria ha sido categorizada en declarativa y no
declarativa; la memoria declarativa o explicita involucra el almacenamiento de material
relacionado a caracteristicas de los eventos como el “;qué?, el “;donde?” y el “;cuando?”
(Sugar y Moser, 2019) e incluye la memoria semantica, episddica, espacial y de
reconocimiento. En contraparte, la memoria no declarativa o implicita implica el aprendizaje
de habilidades e incluye el aprendizaje perceptivo y motor (Reber, 2008). En lo que refiere a
la temporalidad, la memoria puede ser dividida en tres tipos; el primero de éstos, es decir, la
memoria inmediata, define la capacidad de los organismos para retener experiencias
sensoriales durante fracciones de segundo; el segundo tipo, la memoria de corto plazo
(MCP), hace referencia a la capacidad de retener la informacion durante un periodo de tiempo
que va de los segundos a los minutos; la tercera categoria temporal es la memoria a largo
plazo (MLP), la cual implica la retencién de informacion en una forma més permanente de

almacenamiento que va desde los dias hasta afios de vida (Kandel, Dudai y Mayford., 2014).

3. 1. 1. Neuroanatomia del aprendizaje y la memoria

Al igual que otras funciones cognitivas, el aprendizaje y la memoria se originan en el sistema
nervioso a través del funcionamiento de diferentes estructuras y el antecedente mas

importante que retrata este fendmeno se produjo durante la década de los 50°s gracias al
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trabajo reportado por Scoville y Milner (Scoville y Milner, 1957; Squire y Dede, 2015).
Mediante el estudio de caso del paciente Henry Molaison (H. M.) a quien se le practic6 una
intervencion quirdrgica en el 16bulo temporal medial como tentativa para tratar sus severos
sintomas de epilepsia, Scoville y Milner describieron que la cirugia habia producido un grave
deterioro en la memoria de H. M. pues, ademas de ser incapaz de formar nuevos recuerdos
(amnesia anterograda), se hizo evidente que H. M. presentaba algunos problemas de
orientacion espacial entre los que se encontraba la imposibilidad de recordar las posiciones
de los objetos o aprender el camino de regreso a su nueva casa (Takahashi, 2018). En otra
serie de evaluaciones realizadas en pacientes que habian sido sometidos a lobotomias
temporales también se observaron afectaciones que dependian en mayor medida de la
gravedad de la lesion (Shrager et al., 2007). En principio, los hallazgos descritos en humanos
dieron indicios de que las lesiones bilaterales del 16bulo temporal medial afectaban por igual
atodas las formas de memoria; sin embargo, la amnesia observada en la mayoria de los casos
para eventos ocurridos después de las cirugias y la conservacion en el aprendizaje motor llevé
a los investigadores a concluir que las estructuras ubicadas en el I6bulo temporal, como el
hipocampo, participan principalmente en la integracién de la memoria declarativa (Colgin,

2020).

La idea sobre la participacion del 16bulo temporal en la formacion de la memoria declarativa
fue reforzada mas tarde por los experimentos realizados en animales. Ya que las lesiones en
esta regién son poco comunes en humanos, Mishkin y Squire se dieron a la tarea de replicar
experimentalmente las afectaciones observadas en H. M. en el encéfalo de monos (Kandel,
2001a). Gracias a estas manipulaciones dilucidaron que la formacion del hipocampo se

encarga de la representacion espacial y de la conversion de la memoria de corto a largo plazo,
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mientras que el nucleo amigdalino almacena componentes de la memoria relacionados con

la emocion (Takahashi, 2018).

Sin duda, los hallazgos derivados del estudio con H. M. permitieron generar una nueva
clasificacion en torno a los procesos de aprendizaje y memoria (Kandel, Dubai y Mayford,
2014). Debido a ello y, con ayuda de los resultados obtenidos en experimentos de
condicionamiento al miedo y condicionamiento del reflejo de parpado (Camina y Guell,
2017), actualmente se reconoce que las formas de conocimiento explicito e implicito
dependen de diferentes estructuras. Como se muestra en la figura 1, mientras que las regiones
del 16bulo temporal medial estn involucradas en el almacenamiento de recuerdos sobre
hechos y eventos, las regiones asociadas a conductas motoras como el cuerpo estriado, el
cerebelo y la neocorteza se relacionan con el aprendizaje y evocacion de habilidades y habitos

(Kandel, 2001a; Squire, 2004).

Memoria

Declarativa No declarativa
(explicita) (implicita)
Procedural Aprendizaje asociativo Aprendizaje no asociativo
Hechos [ Eventos (habilidades y Priming (condicionamiento clésico y (habituacion y
habitos) operante) sensibilizacién)

Respuestas Musculo
emocionales || esquelético

Lébulo temporal

. Estriado Neocorteza Amigdala Cerebelo Vias reflejas
medial

Figura 1. Clasificacion de la memoria y estructuras cerebrales relacionadas. El diagrama muestra la
clasificacion de la memoria propuesta por Squire y las estructuras cerebrales asociadas a cada
proceso (Modificado de Kandel, 2001a).
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3. 1. 2. Importancia del I6bulo temporal en la consolidacion de la memoria explicita

Como se menciond anteriormente, los hallazgos en animales humanos y no humanos
demuestran que el I6bulo temporal juega un papel importante en el procesamiento del
conocimiento explicito. Particularmente, en lo que refiere a las diferentes etapas de
almacenamiento de informacién, se ha propuesto que el hipocampo juega un papel
importante en la consolidacion de la memoria, es decir, en el traslado de la informacion
reciente hacia una forma mas permanente de almacenamiento (Kandel, Dudai y Mayord,

2014).

La idea sobre la conversidn de la memoria de corto a la memoria de largo plazo no es nueva,;
sin embargo, la comprension de los procesos bioldgicos que la subyacen ha atravesado por
un largo y desafiante trayecto (Dudai, Karni y Born, 2015). En primer lugar, se llegé al
consenso de que los procesos de aprendizaje y memoria se almacenan por fases. Primero
ocurre la adquisicién (codificar la informacion sensorial del entorno), después la
consolidacién 'y, finalmente, la evocacion (recordar la informacion previamente
experimentada o aprendida) (Kandel, 200la; Ortega-de San Luis y Ryan, 2022).
Particularmente, la consolidacion es definida como el proceso por el cual la memoria a corto
plazo es convertida a memoria de largo plazo (Kandel, Dudai y Mayford., 2014) y ha sido
descrita en dos niveles de analisis (Dudai y Morris, 2000, Ortega-de San Luis y Ryan, 2022).
Por un lado, la consolidacion a nivel sinaptico o celular hace referencia a los procesos de
transformacion de la informacion en las sinapsis locales y nodos celulares del circuito que
codifica para la memoria; por otro lado, la consolidacion a nivel de sistemas refiere la

reorganizacion de la informacion a través de diferentes circuitos cerebrales, la cual puede
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llevarse a cabo en plazos de dias a semanas (Dudai y Morris, 2000; Squire et al., 2015.;

Tonegawa, Morrissey y Kitamura, 2018).

Como se menciono al inicio de esta seccion, se sabe que la consolidacién de la memoria a
nivel de sistemas requiere de la participacion del hipocampo; sin embargo, en lo que refiere
a nivel molecular o sinaptico se ha reportado que, para que la transformacion de la memoria
de corto a largo plazo se lleve a cabo, deben ocurrir cambios en las propiedades neuronales
de esta estructura (p. ej. excitabilidad, fuerza sinaptica, etc.) (Ortega-de San Luis y Ryan,
2022. Al respecto, se sugiere que el sistema de neurotransmisién glutamatérgico es

importante para este fin (Kandel, Dudai y Mayford, 2014; Squire et al., 2015).

De acuerdo con Kandel (2001b), para que el aprendizaje sea adquirido y la memoria
almacenada, a nivel sinaptico debe haber una coincidencia entre la despolarizacién de las
membranas pre- y postsinapticas. Después de que esta coactivacion ocurre de manera
recurrente, los receptores glutamatérgicos tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) se activan
permitiendo la entrada de calcio al interior de la célula y cambiando el potencial eléctrico de
la célula. La importancia de los receptores tipo NMDA en este proceso radica en que, una
vez activados, movilizan cascadas de moléculas asociadas a los procesos de transcripcién y
traduccion con el fin de sintetizar nuevas proteinas, las cuales seran responsables de las
modificaciones duraderas en la morfologia y fisiologia de las neuronas asociadas al trazo
mnémico (Herring y Nicoll, 2016). De manera especifica se ha propuesto que el influjo de
calcio a través de los receptores NMDA promueve la actividad de la proteina cinasa
dependiente de Ca?*/calmodulina (CAMKII); esta fosforila a los receptores AMPA para
aumentar su sensibilidad al glutamato y permite la insercién de nuevos receptores en la

membrana postsinaptica; paralelamente, la proteina cinasa C (PKC) y otras cinasas como Fyn
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derivan en la activacion de PKA la cual, a su vez, fosforila al factor de transcripcion CREB
para inducir la transcripcion de genes en el nucleo de la neurona (Loubon y Franco, 2010)

(ver figura 2).

Figura 2. Mecanismos moleculares de la consolidacion de la memoria. Se ilustra una sinapsis entre
una neurona presindptica y una neurona postsindptica. El glutamato liberado de la terminal
presinaptica activa los receptores AMPA y NMDA. Mientras que el receptor AMPA es responsable
de la transmisién sindptica basal, el receptor NMDA regula la eficacia de la transmision sindptica. La
transmisioén sindptica mejora si el receptor NMDA detecta la coactividad de la neurona presinaptica
(liberacién y unién de glutamato) y postsinaptica (suficiente despolarizacién para expulsar Mg 2* del
poro del canal). Cuando ocurre tal evento de coincidencia, el receptor NMDA se activa, abriendo el
poro del canal que, a su vez, permite tanto el influjo precipitado de Na*y Ca?* como la salida de K*.
La entrada de Ca 2* activa cascadas bioquimicas que eventualmente fortalecen la sinapsis (Tomado
de Loubon y Franco, 2010)
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3. 2. La quimioterapia promueve la induccion de un condicionamiento asociativo
contextual

De acuerdo con la clasificacion propuesta por Squire (2004), los procesos de aprendizaje y
memoria pueden ser clasificados dependiendo de la duracion y de la naturaleza de la
informacion que se integra. Ademas, se han dilucidado algunos de los mecanismos
neurobioldgicos involucrados en la integracion de las memorias. Gracias a ello, en la
actualidad es posible ahondar en los procesos a traves de los cuales se establecen aprendizajes
y memorias de tipo asociativo que ocurren de manera ordinaria. Dentro de las situaciones de
la vida cotidiana que han sido explicadas desde los procesos de aprendizaje y memoria se
encuentra el desarrollo de la ndusea anticipatoria en pacientes con cancer que se encuentran
bajo tratamiento oncoldgico. De acuerdo con Stockhorst y colaboradores (2007), cuando se
administra una sustancia quimioterapéutica dentro de un contexto particular, los estimulos
ambientales funcionan como EC; asi, después de que ocurre el aprendizaje, el malestar
generado inicialmente por las sustancias citotoxicas ocurrird de manera anticipatoria en
presencia de las claves del ambiente. Este efecto suele ser tan severo que del 76% de los
pacientes quimioterapéuticos que lo refieren, cerca del 26% descontinGan la quimioterapia a
pesar del riesgo que esto implica para su salud (Aapro, Molassiotis y Olver, 2005; Jordan,
Schmoll y Aapro, 2005). Debido a que la nausea anticipatoria representa uno de los
principales problemas en la adherencia al tratamiento, parte de los esfuerzos por disminuir la
aparicion de esta respuesta se han concentrado en describir los mecanismos por los cuales se

establece.

El primero en proponer que la ndusea anticipatoria resultaba de la asociacion entre dos

estimulos fue Nesse durante la década de los 80s (Stockhorst, Enck y Klosterhalfen, 2007);
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este investigador propuso que, cuando los pacientes experimentan la infusion de un agente
citotoxico que produce nausea o vomito, los estimulos contextuales que se encuentran
presentes durante el tratamiento (p. ej. olores, sabores, sonidos u objetos) adquieren
propiedades aversivas, por lo que después de varios dias de tratamiento, estos estimulos
contextuales fungen como claves predictivas para inducir la respuesta condicionada de la
nausea en un siguiente encuentro. Si bien la aparicion de la nausea anticipatoria ha sido
descrita ampliamente dentro del sector salud, con el fin de lograr un panorama méas amplio
en torno a la descripcion de este fendémeno, Symonds y Hall (2000) desarrollaron un modelo
animal de ndusea anticipatoria basado en el condicionamiento clésico, el cual demostré que
la administracion de un agente inductor de nausea (LiCl) asociado a la exposicion de un

contexto novedoso era capaz de conferir propiedades aversivas al contexto.

3. 2. 1. Asociacidn entre el contexto y sefiales interoceptivas

El primer antecedente que relata la asociacion de sefiales interoceptivas de emesis con
estimulos ambientales proviene de los experimentos realizados por Collins y Tatum (1925).
Estos investigadores observaron que, después de administrar una dosis de sulfato de morfina
subcutanea en perros durante una semana, las sefiales que predecian la administraciéon de
morfina (p. e. la llegada del experimentador) generaban la salivacion y emesis producidas
inicialmente por el estimulo incondicionado. A partir de estas demostraciones, y con el fin
de explicar el desarrollo de la ndusea anticipatoria en el contexto hospitalario, Symonds y
Hall (2000) crearon un protocolo de condicionamiento clasico en el que administraron LiCl
de manera intraperitoneal dentro de un contexto novedoso (diferente al de la caja hogar),
partiendo del supuesto de que la ingesta 0 administracion de sal de litio promueve malestar

gastrico y la activacion del area postrema, la cual es responsable del reflejo de vomito (Horn,
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2014; Jordan, Schmoll y Aapro, 2007; Milner y Leslie, 1994). Los resultados de estos
experimentos mostraron que los animales evitaban consumir alimento en el compartimento
condicionado, probando que el LiCl era capaz de inducir aversion al contexto y que las
sefiales ambientales por si mismas eran capaces de evocar las sefiales interoceptivas

correspondientes al estimulo incondicionado con las que habian sido asociadas.

Con el paso del tiempo el paradigma fue replicado, por lo que finalmente adquirié el nombre
de Condicionamiento de Aversion al Lugar (CPA, por sus siglas en inglés) (Buffalari et al.,
2016; Cloutier, Cavaliers y Ossenkopp, 2017; Cloutier, Cavaliers y Ossenkopp, 2018;
Cunningham et al., 2006; Doobay et al., 2021; Jiang et al., 2014; Kramar et al., 2021). En el
procedimiento estandar, los animales son expuestos a una caja de al menos dos
compartimentos con diferentes caracteristicas tactiles y visuales; uno de los compartimentos
es asociado repetidamente con un evento motivacionalmente negativo, mientras que el otro
es asociado con un estimulo inocuo. En este caso, se dice que ha habido aprendizaje cuando,
en una prueba de libre eleccidn, el organismo entrenado evita el contexto en el que se presento

el estimulo de valencia negativa (Goltseker y Barak, 2018).

En la actualidad, el paradigma conductual ha sido utilizado con mayor frecuencia para
evaluar los efectos motivacionales de diversas drogas (Cunningham, Ferree y Howard, 2003;
Cunningham, Gremel y Groblewski, 2006) o estimulos exteroceptivos de nocicepcion
(Johansen y Fields, 2004; Johansen, Fields y Manning, 2001); sin embargo, si bien es cierto
que se ha logrado reproducir conductas similares a la ndusea anticipatoria dentro del
laboratorio, ain se desconocen las estructuras y los mecanismos neuroldgicos responsables
de su establecimiento. Dado que las claves contextuales son un componente importante en el

condicionamiento de lugar, se ha propuesto al hipocampo como una estructura relevante
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durante el aprendizaje de aversion al lugar debido a su participacion en el procesamiento de
informacion contextual (Corcoran et al., 2005; Cunningham et al., 2006; Holt y Maren, 1999;

Matus et al., 2004).

3. 3. Hipocampo

El hipocampo, nombrado asi por su semejanza con el animal del mismo nombre, es una
estructura del sistema limbico ubicada en la porcién medial del I6bulo temporal en humanos
y en la region caudal del cerebro de roedores (van Strien, Cappaert y Witter, 2009). En los
animales, el hipocampo se considera como una de las partes filogenéticamente méas antiguas
del cerebro y ocupa la mayor parte de las paredes ventroposterior y ventrolateral de la corteza
cerebral en los roedores. Sin embargo, ocupa menos parte del telencéfalo en proporcion a la
corteza cerebral en los primates, especialmente en humanos (Strange et al., 2014; Xiong,
2008) (ver figura 3). Normalmente se le refiere como la formacion hipocampal pues pueden
distinguirse tres subregiones: el giro dentado (GD), el hipocampo, el cual se encuentra
formado por las regiones CA3, CA2y CAlYy el subiculo (Carlsony Clark, 2014). Asimismo,
se ha descrito que el hipocampo puede diferenciarse a través del eje longitudinal en
hipocampo dorsal (HD) e hipocampo ventral (HV) (Fanselow y Dong, 2010, Strange et al.,

2014).
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Figura 3. Comparativa de la anatomia hipocampal en diferentes especies. (a) Se muestran esquemas
representativos de la formacién hipocampal (rojo) y la corteza entorrinal (azul) en ratas, macacos y
humanos. A lo largo del eje longitudinal, el hipocampo se diferencia en porciones dorsoventrales en
roedores, anteroposteriores en primates y rostrocaudales en humanos. Asimismo, en la seccidn
inferior se muestran cortes transversales del cerebro de las diferentes especies, sefalando las
subregiones que conforman al hipocampo. (Modificado de Strange et al., 2014).

3. 3. 1. Participacion del hipocampo en el procesamiento de la informacidon espacial
Probablemente el antecedente méas robusto que relaciona la funcion del hipocampo con el
procesamiento de informacion espacial fue reportado durante la década de los 60s. En 1969,

John O’Keefe y colaboradores desarrollaron una técnica en modelos murinos para registrar
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la respuesta de las neuronas frente a diferentes conductas (Colgin, 2020). Aunque los
experimentos se realizaron inicialmente en el tronco encefélico, para 1971 el grupo de
O’Keefe habia perfeccionado la técnica, logrando implantar electrodos en el hipocampo de
ratas despiertas (O’Keefe y Dostrovsky, 1971). Mediante el uso de la nueva estrategia,
O’Keefe y cols. evaluaron la respuesta de las células hipocampales ante diferentes tareas y
encontraron que la tasa de disparo de las neuronas del hipocampo dorsal correlacionaba
directamente con la localizacion del animal dentro del ambiente (Xiong, 2008), por lo que
desde ese momento se refirieron a estas células como células de lugar (O’Keefe y
Dostrovsky, 1971; O’Keefe y Conway, 1978). Fue sélo con el descubrimiento de las células
de lugar que la idea de que el hipocampo participaba en la codificacion del espacio comenzo

a resonar dentro del &mbito cientifico.

Posterior al descubrimiento y descripcion de las células de lugar, eventualmente se llego a la
idea de que el hipocampo funciona como un mapa cognitivo, creando una representacion
mental del espacio que permite al organismo navegar dentro de un contexto particular (Jacobs
y Shenk, 2003; O’Keefe y Nadel, 1978). Aunque inicialmente se planted como una hipétesis,
en la actualidad existe una gran cantidad de evidencia que respalda la teoria del mapa
cognitivo. Como ejemplo se ha reportado que ratas con lesiones hipocampales exhiben un
pobre desempefio en tareas de memoria espacial como el laberinto en forma de T (Naert et
al., 2013, Trivedi y Coover, 2004) y el laberinto acuatico de Morris (Dashniani et al., 2020;
Morris et al., 1986; Winocur et al., 2013). Asimismo, estudios con resonancia magnética
funcional y tomografia por emision de positrones en humanos han revelado la activacion del

hipocampo en tareas que requieren memoria espacial o navegacion (Shrager et al., 2007).
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Pese a su participacion en la navegacién, es importante mencionar que la funcion del
hipocampo no se restringe a la representacion de coordenadas dentro de un plano cartesiano.
Al respecto, se ha propuesto que el hipocampo utiliza la informacion proveniente de las
caracteristicas o claves especificas de un contexto para crear una imagen mental coherente
del mismo, asi como para aprender asociaciones que le permitan comportarse de acuerdo el
tipo de aprendizaje que haya experimentado en ese entorno (Miller et al., 2014). Como
evidencia de ello se ha encontrado que, las lesiones hipocampales o la inactivacion
farmacoldgica de esta estructura inducen deficiencias en la ejecucion de tareas que emplean
estimulos contextuales discriminativos para dirigir la conducta (p. ej. condicionamiento de

miedo al contexto) (Maren y Holl, 2004; Rogers, Hunsaker y Kesner, 2006).

3. 3. 2. Divisién funcional del hipocampo

Si bien se ha encontrado que las lesiones del hipocampo producen déficits en el
procesamiento de la memoria contextual, a partir del trabajo realizado por Moser y Moser
(1998) se sugirid que las porciones dorsal y ventral del hipocampo se encontraban
involucradas en procesos cognitivos distintos. De esta manera se describié que, mientras que
el funcionamiento del hipocampo dorsal (HD) esta relacionado con el aprendizaje contextual
(Cholvin et al., 2016; Mastrolia et al., 2021; Parsaei et al., 2016; Stackman et al., 2016;
Tuscher et al., 2018), el hipocampo ventral (HV) tiene un rol fundamental en el
procesamiento emocional de la ansiedad, estrés y respuestas de miedo condicionado (
Bagot et al., 2015; Bian et al., 2019; Jimenez et al., 2018; Marsurkar, 2018; Pinto et al., 2015;

Zhang et al., 2014) (ver figura 4).
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Figura 4. Divisidn funcional del hipocampo. A lo largo del eje transversal, el hipocampo se encuentra
segregado en dorsal y ventral. Mientras que la porcién dorsal se relaciona principalmente con el
aprendizaje y la memoria espacial, el hipocampo ventral participa en el procesamiento emocional
de respuestas de ansiedad, estrés y miedo condicionado (Modificado de Marsurkar, 2018).

La evidencia méas contundente respecto a la segregacion funcional del hipocampo deriva de
los hallazgos en roedores en las tareas de laberinto elevado y condicionamiento de miedo al
contexto. En el primer caso, los animales son colocados en un laberinto elevado compuesto
por dos brazos abiertos y dos brazos cerrados dispuestos en forma de cruz (Handley y
Mithani, 1984); este aparato resulta Gtil para evaluar conductas de ansiedad pues los roedores
dedican mayor cantidad de tiempo en los brazos cerrados y evitan pasar tiempo en los brazos
abiertos, lo que denota un comportamiento de tipo ansiogénico (Walfy Frye, 2007). Durante
la ejecucion de esta tarea, Kjelstrup y colaboradores (2002) reportaron que las lesiones del
HV, y no las del HD, aumentaban la entrada a los brazos abiertos o desprotegidos del
laberinto, mostrando una reduccion en las conductas asociadas a la ansiedad (Fanselow y

Dong, 2010). Es importante mencionar que estos hallazgos son congruentes con lo

Pagina | 19



encontrado en humanos, pues los individuos que muestran trastornos psicoldgicos con fuertes
componentes afectivos como el trastorno de estrés postraumatico, trastorno bipolar o
depresion, exhiben una mejora en las alteraciones emocionales cuando son sometidos a un
tratamiento farmacoldgico dirigido a regular la funcién del hipocampo (p. ej. uso de
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina) (Bonne et al., 2008; Bremner y

Vermetten, 2012; Frey et al., 2007).

Por otro lado, en lo que refiere al procedimiento de condicionamiento de la respuesta de
miedo al contexto, la evidencia muestra que después de colocar animales en una camara
donde reciben choques eléctricos en las patas, como resultado del entrenamiento, los sujetos
experimentales exhiben conducta de congelamiento cuando son colocados en el lugar donde
se presento el estimulo aversivo, lo que demuestra una asociacion entre el contexto y el dolor
exteroceptivo (Kim y Fanselow, 1992). En este tipo de condicionamiento, cuando el HD es
inactivado farmacoldgicamente mediante la administracion de agonistas de los receptores
GABA (muscimol), los animales no exhiben congelamiento durante la prueba, resultado que
no se observa cuando se inactiva el HV (Fanselow y Dong, 2010). Estos hallazgos sugieren
que el déficit en el desempefio de la tarea se debe a una falla en el procesamiento del contexto

y no a un déficit emocional general.

Si bien los trabajos anteriores demuestran que existe una segregacion funcional del
hipocampo a lo largo del eje dorsoventral, pocos de estos ofrecen una explicacion para la
heterogeneidad anatémica y fisioldgica. Por ello, para explicar las diferencias en la
funcionalidad, algunos trabajos han propuesto a la heterogeneidad molecular (Leonardo et
al., 2006; O’Reilly et al., 2015), la expresion diferencial de receptores (Lothmann et al., 2021;

Tanaka, Samuels y Hen, 2012; Tao et al., 2021) y la conexion con diferentes estructuras a lo
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largo de todo el encefalo como los origenes de este fendmeno (Bannerman et al., 2014). De
esta manera, se ha reportado que la porcion dorsal del hipocampo concentra una mayor
cantidad de receptores glutamatérgicos, GABAérgicos y dopaminérgicos en comparacion
con la porcidn ventral, la cual es abundante en receptores de tipo noradrenérgico (Tao et al.,
2021). Asimismo, se sabe que las diferentes secciones de la formacion hipocampal como el
giro dentado y los campos del Cuerno de Ammon exhiben perfiles especificos de estos
receptores a lo largo del eje anteroposterior (Tao et al., 2021). En lo que respecta a las
conexiones con estructuras extrahipocampales, la literatura reporta que el HD recibe
informacion sensorial polimodal proveniente de las areas corticales, mientras que el HV se
encuentra estrechamente relacionado con regiones subcorticales tales como la amigdala y el
eje HPA (Bannerman et al., 2014). Es importante mencionar que, aungue estos experimentos
brindan informaciéon sobre la base fisiolégica y neuroquimica de las funciones del
hipocampo, el trabajo de caracterizacion aln se encuentra en proceso, por lo que seré
necesario determinar si la heterogeneidad intrinseca de las diferentes regiones hipocampales

interviene de igual manera en el procesamiento de informacion.

3. 3. 3. Hipocampo dorsal y condicionamiento de aversion al lugar

En lo que respecta al HD, algunos trabajos han evaluado la participacion de esta estructura
en el establecimiento del CPA asociado con malestar por abstinencia a una sustancia de
abuso. Hou y colaboradores (2009), por ejemplo, mostraron que las lesiones excitotoxicas
del HD, pero no del HV, impedian la adquisicion de este paradigma inducido por la
administracion de naloxona. Asimismo, sabiendo que el glutamato es un neurotransmisor que
participa fundamentalmente en el aprendizaje asociativo (Bast, Zhang y Feldon, 2003;

Burman y Gewirtz, 2007; Quinn et al., 2005), Hou y colaboradores (2009) tambien evaluaron
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el efecto de la administracion del antagonista de los receptores NMDA, el &cido 2-amino-5-
fosfonopentanoico (AP5), en el HD antes y después del condicionamiento contextual de
aversion. En este caso, observaron que la aplicacion de AP5 previa al condicionamiento
impidio la adquisicion de esta tarea, mientras que la aplicacion posterior no mostraba efecto
en la evocacion de la aversion, sugiriendo la participacion de los receptores NMDA en la

adquisicién del CPA asociados a un fendbmeno de abstinencia.

Ademaés de los resultados reportados por Hou y colaboradores (2009), otras investigaciones
han demostrado la contribucién de los receptores NMDA en el aprendizaje asociativo
inducido especificamente por la administracion de LiCl (Guzmén-Ramos et al., 2010,
Miranda et al., 2002). Guzméan-Ramos y colaboradores (2010) mostraron que la inyeccion
intraperitoneal de una soluciéon 0.4 M de LiCl en un paradigma de condicionamiento de
aversion al sabor promovi6 un incremento en la corteza de los niveles extracelulares de
glutamato; sin embargo, cuando se administro el antagonista AP5 en la corteza después del
condicionamiento, los animales no exhibieron aversién al sabor en la prueba de memoria a
largo plazo. Aunque estos resultados muestran que los receptores NMDA participan en el
establecimiento de tareas asociativas de tipo aversivo y que responden de manera especifica
a la sefializacion del LiCl, ain no existe evidencia de su participacion dentro del HD en el

establecimiento de tareas contextuales de aversion inducidas por malestar gastrico.

IV. Justificacion
Uno de los principales problemas que enfrentan los pacientes que cursan un tratamiento
quimioterapéutico es que la exposicion a estimulos ambientales puede desencadenar nausea
anticipatoria como resultado de la asociacion de las claves contextuales con agentes

citotoxicos, la cual eventualmente promueve el abandono del tratamiento. Aunque el
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desarrollo de esta ndusea anticipatoria ha sido explicado desde el paradigma del
condicionamiento clésico, en el que el contexto adquiere propiedades aversivas debido a su
asociacion con sefiales interoceptivas de emesis (vomito) y malestar gastrico, la informacion
en torno a los mecanismos neurolégicos asociados al establecimiento de esta respuesta aun
es escasa. No obstante, se sabe que la porcion dorsal del hipocampo es una estructura
relacionada con el establecimiento de aprendizajes de evitacion contextual. Asimismo, se ha
descrito la relevancia de los receptores NMDA en la formacion de memorias asociativas.
Frente a esto, se plantea la posibilidad de evaluar el papel funcional del HD, asi como de los
receptores NMDA en el HD durante el establecimiento un paradigma contextual de aversion
condicionada inducida por la inyeccidn intraperitoneal de LiCl. Los resultados de este trabajo
podrian coadyuvar en la comprension de los mecanismos neurobiolégicos involucrados en la
formacion de un CPA relacionados con la conducta de ndusea anticipatoria observada en

pacientes que cursan un tratamiento quimioterapéutico.

V. Objetivos
5. 1. Objetivo general
Determinar el papel funcional del hipocampo dorsal en el establecimiento del

condicionamiento de aversion al lugar inducido por la inyeccion intraperitoneal de LiCl.

5. 2. Objetivos especificos:
1. Estandarizar un protocolo de aversion al contexto de un solo ensayo inducido por la
administracion intraperitoneal de LiCl en ratas de la cepa Wistar.
2. Determinar la participacion de la region dorsal del hipocampo en la asociacién de un

contexto con la estimulacion aversiva generada por la induccion de malestar gastrico
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mediante su inactivacion farmacoldgica por la administracion de agonistas
(muscimol/baclofen) de los receptores GABA (n=7).
Determinar la participacion de los receptores NMDA del hipocampo dorsal en el
establecimiento de la asociacion de un contexto con estimulacion aversiva mediante
la administracién de un antagonista de los receptores NMDA (AP5) antes (n=8) y
después del condicionamiento (n=8).

VI. Hipotesis
Si el condicionamiento de aversion al lugar (CPA) se establece mediante la asociacion
de un contexto con sefiales interoceptivas, la inyeccién i. p. de una solucién
hipertonica de un agente emético (LiCl 0.4M) asociada al confinamiento dentro de
un contexto particular inducira un CPA en un solo ensayo.
Si el hipocampo dorsal participa en el establecimiento del condicionamiento de
aversion al lugar inducido por malestar gastrico, la inhibicion farmacologica de esta
estructura por medio de la administracion de agonistas de los receptores GABA
(muscimol/baclofen) afectara la formacién de la memoria aversiva.
Si el hipocampo dorsal participa en el establecimiento del CPA a través de receptores
glutamatérgicos tipo NMDA, el bloqueo farmacoldgico de estos receptores antes del
condicionamiento, utilizando AP5 como antagonista especifico, afectara la formacion
de la memoria aversiva.
Si el hipocampo dorsal participa en la consolidacion del CPA a través de receptores
glutamatérgicos tipo NMDA, el bloqueo farmacoldgico de estos receptores después
del condicionamiento, utilizando AP5 como antagonista especifico, afectara la

formacion de la memoria aversiva.
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VII. Metodologia

7. 1. Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar provenientes del bioterio del Instituto de
Fisiologia Celular con un peso de entre 280-320 gramos. Los animales se mantuvieron
individualizados en cajas de acrilico en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas con agua y
comida ad libitum. Todas las manipulaciones experimentales que se describen en este
apartado se realizaron durante el periodo de luz. Los protocolos empleados en este trabajo
siguieron los principios éticos para el manejo experimental de modelos animales aprobados
por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Instituto de

Fisiologia Celular (DOG129-20).

7. 2. Aparato

Se utilizd una caja (95 x 25 x 50 cm) de tres compartimentos, cada uno compuesto por
diferentes estimulos visuales y tactiles y separados por puertas corredizas tipo guillotina. El
compartimento central (15 x 25 x 50 cm) estuvo conformado por muros grises y suelo gris
liso, mientras que los compartimentos laterales (40 x 25 x 50 cm) presentaban paredes negras
con suelo de barras de acero inoxidable o muros blancos con suelo de malla de acero
inoxidable. Para el experimento se optd por un disefio sesgado ya que el compartimento de
color negro fue identificado como el preferido dada la respuesta fotofébica natural de los
roedores; fue en este compartimento donde se administré el estimulo visceral aversivo para
establecer el CPA. Por otro lado, el compartimento blanco fue considerado como el no
preferido, por lo que las manipulaciones realizadas dentro del mismo involucraron la

administracién de solucién salina.

Pagina | 25



7. 3. Experimento 1

7. 3. 1. Induccién de CPA y establecimiento del tiempo de confinamiento

Con el fin de determinar el tiempo de confinamiento necesario para el establecimiento del
CPA, el protocolo se realizo a lo largo de tres dias (ver figura 5). En el primer dia (pretest),
los animales fueron colocados dentro del compartimento central de la caja de
condicionamiento y se levantaron las puertas tipo guillotina para permitir la libre exploracion
del aparato por un periodo de 10 minutos. Se contabilizo el tiempo de permanencia en cada
compartimento y, al concluir, los animales fueron devueltos a su caja hogar. En el segundo
dia (adquisicion), los animales fueron inyectados i. p. con LiCl 0.4 M (7.5 ml/kg; dosis que
genera contracciones involuntarias de los musculos del peritoneo) (Guzmén-Ramos et al.,
2010) e inmediatamente después fueron confinados dentro del compartimento negro durante
10 (n =6), 20 (n =8), 40 (n =7) 0 60 (n = 9) minutos, dependiendo del grupo. Cuatro horas
después, es decir, cuando los niveles de LiCl en plasma han disminuido considerablemente
(vida media LiCI=30 min) (Morrison et al., 1971), los animales fueron inyectados i. p. con
solucién salina (NaCl 0.15 M) para después ser confinados en el compartimento blanco
durante 10, 20, 40 o 60 minutos como se muestra en la figura 5. Es importante mencionar
que el tiempo de confinamiento fue el mismo en los dos compartimentos dependiendo del
grupo, por lo que los animales a los que se les permitié que exploraran la seccidén negra por
un periodo de 10 minutos, también fueron confinados en la seccion blanca durante 10 minutos

y asi sucesivamente con el resto de los grupos.

Este experimento tuvo un disefio contrabalanceado, por lo que hubo animales a los que se
expuso primero a la asociacion contexto-salina y, 4 horas después, a la inyeccion de LiCl en

el compartimento negro. Durante el tercer dia (prueba o postest) nuevamente se permitio la
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libre exploracién de la caja por un lapso de 10 minutos durante el cual se registro el tiempo

de permanencia en cada compartimento.

Dia1l Dia 2 Dia3
Pretest 10’ Adquisicién Postest 10’

¢ .
LiCl0.4 M NaCl0.15 M
10, 20, 40’ 6 60’ 10’, 20’, 40’ 6 60’

Figura 5. Representacion esquemdtica del protocolo conductual para la induccion del CPA
empleando diferentes tiempos de confinamiento. El primer dia se permitié que los animales
exploraran la caja por un periodo de 10 minutos. En el dia de la adquisicion, los animales fueron
inyectados intraperitonealmente con LiCl 0. 4 M y NaCl 0.15 M para después ser confinados dentro
de los compartimentos negro y blanco, respectivamente. Se establecieron diferentes tiempos de
confinamiento dependiendo del grupo (nio=4, nx0=8, nior=7, ner=9) y finalmente, en el dia del
postest se permitié la libre exploracién del aparato durante 10 minutos.

7. 3. 2. Induccion de CPA utilizando diferentes estimulos incondicionados

Después de determinar el tiempo de confinamiento requerido para el establecimiento del
CPA, se evalud si la induccion de la respuesta de aversion se debi6 al dolor generado por la
inyeccion de una solucion hipertonica o al malestar gastrico derivado de la administracion de
LiCl. Paraello, se inyectd i. p. a los animales con una variante hipertdnica e isotdnica de cada
solucion. Asi, los animales recibieron una inyeccion i. p. de NaCl 0.15 M (n = 8), NaCl 0.4
M (n=8), LiCl1 0.15M (n=7) o LiCl 0.4 M (n = 8) dependiendo del grupo y después se les
confin6 dentro del compartimento negro por 20 minutos; 4 horas después se aplicé una
inyeccion i. p. de NaCl 0.15 M como control y los animales fueron confinados en el
compartimento contrario. Nuevamente, este protocolo tuvo un disefio contrabalanceado (ver

figura 6).
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Dia 1l Dia 2 Dia 3
Pretest 10’ Adquisicién Postest 10’

A

NaCl0.15 M
NaCl 0.4 M
LiCl0.15M
LiCl0.4 M

NaCl0.15M

Figura 6. Representacion esquemdtica del protocolo conductual para la induccion de CPA utilizando
diferentes soluciones isotonicas e hipertdnicas. El dia del pretest se permitié que los animales
exploraran la caja por un periodo de 10 minutos. Posteriormente, el dia de la adquisicion los
animales fueron inyectados intraperitonealmente con diferentes soluciones isoténicas (Nnacio.15mM=8,
Niicio.1sm=7) € hipertdnicas (Nnacio.am=8, Niicio.am=8) y confinados dentro de los compartimentos por 20
minutos. 4 horas mas tarde recibieron una inyeccion de NaCl 0.15 M dentro del compartimento
blanco. Finalmente, en el dia del postest se permitié la libre exploracion del aparato durante 10
minutos.

7. 4. Experimento 2

7.4. 1. Implantacion de canulas

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (70 mg/kg) y xilacina (10
mg/kg) administrada por via intraperitoneal, para después ser colocados en un aparato
estereotaxico. Tras la aplicacion de lidocaina como anestésico local (20 mg/mL, 0.3 mL), se
realizd una incisién en el cuero cabelludo para exponer el craneo y posteriormente se
implantaron, de manera bilateral, canulas guia de acero inoxidable de 9 mm en la regién
dorsal del hipocampo (AP: -3.6 mm; ML: £2.5 mm; DV: -2.0 mm respecto a Bregma)
(Paxinos y Watson, 1998). Las canulas guia se fijaron al craneo con dos tornillos, cemento
dental y pegamento. Se colocaron estiletes de acero inoxidable dentro de las canulas para
evitar su oclusion y después se aplico6 una pomada con una mezcla de terramicina
(antibiotico) y ketoconazol (antimicotico) con el fin de impedir infecciones. Finalmente, se

establecio un periodo de recuperacion de una semana posterior a la cirugia, durante el cual
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se realizaron controles de salud y se sustituyeron los estiletes faltantes. Los procedimientos

conductuales y farmacolégicos comenzaron 7 dias después de la implantacion de canulas.

7. 4. 2. Inactivacion temporal del hipocampo dorsal durante el establecimiento del CPA

Para evaluar la participacion del hipocampo dorsal en el condicionamiento de aversion al
lugar, el dia del pretest los animales exploraron la caja por un periodo de 10 minutos y se
contabilizo el tiempo de permanencia en cada uno de los compartimentos. El dia de la
adquisicion, los animales fueron divididos de manera aleatoria en grupo control y
experimental. EI grupo control fue inyectado intrahipocampalmente con solucion salina (n =
5), mientras que el grupo experimental fue inyectado con una mezcla de muscimol (0.1mM)
y baclofen (1.0 mM) (0.5 pl/hemisferio, 0.25 pl/min) (McGlinchey and Aston-Jones 2018)
(n = 7). Al concluir la infusion de los farmacos, a ambos grupos se les administro una
inyeccion intraperitoneal de LiCl 0.4 M (7.5 ml/kg) e inmediatamente después fueron
confinados dentro del compartimento negro durante 20 minutos. Finalmente, cuatro horas
después de la primera inyeccion, ambos grupos recibieron solucidn salina por via intracraneal
y, al término de la infusion, se administré una inyeccion i. p. de NaCl 0.15 M para después
confinar a los animales en el compartimento blanco por 20 minutos (ver figura 7). Al téermino
del experimento, los sujetos fueron devueltos a sus cajas hogar y el dia de la prueba se evalu6
la memoria al permitir la exploracién de la caja por un periodo de 10 minutos. Este protocolo

tuvo un disefio contrabalanceado, similar a los previamente descritos.
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Dial Dia 2 Dia 3
Pretest 10’ Adquisicion Postest 10

M/B 6 SS SS

l l

, v e
R N\ m ahes R =1 T NI
LiCl0.4 M NaCl0.15 M

Figura 7. Representacion esquemdtica del protocolo conductual para la inactivacion farmacoldgica
del hipocampo dorsal. En el dia del pretest los animales exploraron la caja por un periodo de 10
minutos. El dia de la adquisicion se administré una mezcla de muscimol y baclofen (M/B) (nms=7) o
solucidn salina (SS) (nss=5) por via intracraneal antes de la induccion del CPA. 4 horas mas tarde se
administré SS por via i. c. e inmediatamente después se aplicé NaCl 0.15 M por via i. p. Finalmente,
el dia del postest se permitié que los animales exploraran el aparato durante 10 minutos.

7. 4. 3. Efecto de la administracion de AP5 sobre el establecimiento del CPA

El dia del pretest, los animales exploraron la caja por 10 minutos y se registro el tiempo de
permanencia en cada uno de los compartimentos laterales. El dia de la adquisicion, los
animales fueron inyectados intracranealmente con éacido 2-amino-5-fosfonovalerianico
(AP5; 0.5 pl/hemisferio, 0.25 pl/min, 10 pg/ul) (Guzman-Ramos et al., 2010), un antagonista
de receptores NMDA, o solucion salina antes (nars=8, nss=5) de la i. p. de LiCl 0.4 M e
inmediatamente después (nars=8, nss=8) fueron confinados en el compartimento negro por 20
minutos. Cuatro horas después de la primera inyeccion, ambos grupos recibieron solucion
salina por via intracraneal y, al término de la infusion, se administré una inyeccion i. p. de
NaCl 0.15 M para después confinar a los animales en el compartimento blanco. El dia de la
prueba, los roedores fueron colocados en la caja de tres compartimentos, donde se permitio
su libre exploracion durante 10 minutos y se registraron los tiempos de permanencia. De
manera similar, se evalud si la administracion de AP5 posterior a la asociacion del
compartimento con el malestar gastrico podia impedir la formacion del CPA, por lo que se

modificd el protocolo anterior, realizando la inyeccion intrahipocampal de AP5 y SS al
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término del tiempo de confinamiento dentro del compartimento negro (ver figura 8).

Nuevamente, este protocolo tuvo un disefio contrabalanceado.

Dia 2
Adquisicion

Dia 1l
Pretest 10

AP56 55

l

LiCl 0.4 M

SS

4 hrs

NaCl0.15 M

Dia 3
Postest 10’

AP5 6 55

LiCl0.4 M NaCl0.15 M

Figura 8. Representacion esquemdtica del protocolo conductual para el bloqueo farmacoldgico de
los receptores NMDA. El dia del pretest los animales exploraron la caja por un periodo de 10
minutos. El dia de la adquisicidn se administré un antagonista de los receptores NMDA (AP5) por via
intracraneal antes (npr.=8) 0 inmediatamente después (npost=8) de la induccién del CPA. 4 horas mds
tarde se administrd SS por via i. c. antes o después de la inyeccién i. p. de NaCl 0.15 M Finalmente,
el dia del postest se permitié que los animales exploraran el aparato durante 10 minutos.

7. 4. 4. Extraccion de cerebros

Para evaluar la correcta implantacion de cénulas, al término del experimento los animales
fueron anestesiados con una sobredosis de pentobarbital sédico (100 mg/kg, i. p.). Una vez
comprobada la anestesia profunda, se expuso su corazon y se introdujo una aguja en el
ventriculo izquierdo por la cual se hizo pasar solucion salina (0.9%) mediante una bomba de
perfusion durante 5 minutos para limpiar el tejido. Una vez realizada la perfusion, los
animales fueron decapitados y se extrajeron sus cerebros, los cuales se depositaron en frascos

con paraformaldehido 4.0% en buffer de fosfatos salino (PBS por sus siglas en inglés). En
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los dias siguientes, los cerebros fueron transferidos a un gradiente de solucion crioprotectora
de sacarosa al 10%, 20% y 30% en PBS. Al finalizar dicho procedimiento, se obtuvieron
secciones coronales de 30 um de grosor de cada cerebro, especificamente del &rea que

constituye al hipocampo dorsal y se realizd la tincion de Nissl.

7. 5. Anélisis estadistico

Durante los dias de pretest y postest se registro el tiempo de permanencia de cada uno de los
animales en los compartimentos laterales. Los datos registrados fueron normalizados en
porcentaje de permanencia en el compartimento blanco y negro, los cuales se calcularon
como % de permanencia blanco = (Tiempo en compartimento blanco / tiempo total de
exploracién) * 100 % 6 % de permanencia negro = (Tiempo en compartimento negro / tiempo
total de exploracién) * 100, respectivamente. Posteriormente, para obtener el puntaje de
permanencia se calculd la diferencia de % entre el postest y el pretest en cada compartimento
por medio de la siguiente férmula: Puntaje = % postest - % pretest. Se consideré como
preferencia cuando el puntaje de permanencia fue mayor respecto al pretest y como aversion
cuando se presentd una disminucion en el puntaje. Estos analisis se realizaron para todos los
grupos de las diferentes fases experimentales. Finalmente, se calcularon las medias de cada

grupo y el error estandar de la media (SEM).

Con el fin de determinar el tiempo de confinamiento necesario para la induccion del CPA,
las medias de puntaje de permanencia en cada compartimento fueron sometidas a un analisis
de varianza (ANOVA) de un factor (tiempo) con comparaciones multiples realizadas a través
de la prueba post hoc de Fisher LSD. Asimismo, los datos fueron sometidos a pruebas t de
una sola muestra para identificar diferencias entre las medias de cada grupo respecto a la

exploracion el dia del pretest (exploracion inicial o media hipotética de 0). Para los
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experimentos de aversion al contexto con soluciones isotonicas (NaCl 0.15 M, LiCl 0.15 M)
e hipertonicas (NaCl 0.4 M, LiCl 0.4 M), los datos de cada grupo dentro de los
compartimentos blanco y negro fueron analizados por medio de un ANOVA de un factor
(solucién administrada) con comparaciones multiples realizadas a través de la prueba post
hoc de Fisher LSD; asimismo se compard la media de cada grupo contra la exploracion inicial

mediante pruebas t de una sola muestra.

En lo que respecta a los datos obtenidos durante la fase de inactivacion temporal del
hipocampo, se aplicd una prueba t de Student para muestras independientes entre los grupos
tratados con el vehiculo (SS) y el coctel de agonistas de los receptores GABA, muscimol y
baclofen (M/B), dentro de los compartimentos negro y blanco. Las medias de cada grupo
también fueron sometidas a una prueba t de una muestra para evaluar la existencia de

diferencias en relacion con la exploracion el dia del pretest.

Finalmente, con el propdsito de analizar los datos derivados de los experimentos con AP5,
se aplicd una prueba t de Student para muestras independientes entre los grupos tratados con
AP5 y SS intrahipocampalmente. Ademas, las medias de cada grupo fueron comparadas

respecto a la exploracion inicial mediante la aplicacion de una prueba t de una muestra.

Todos los datos fueron representados como medias + error estdndar (SEM) y analizados con
el programa GraphPad Prism version 8. En todos los analisis estadisticos se considerd un

valor p<0.05 como resultado estadisticamente significativo.
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VIII. Resultados

8. 1. El establecimiento de un CPA inducido por LiCl requiere de un confinamiento de
20 minutos

Con el fin de identificar cambios en la conducta de permanencia debido al tiempo de
confinamiento, primero se compararon las medias del puntaje de permanencia dentro del
compartimento blanco por medio de la prueba ANOVA de un factor (tiempo de
confinamiento). Como se muestra en la figura 9, el analisis no mostrd diferencias
significativas entre los grupos de animales que fueron confinados dentro del compartimento
blanco por 10 (n = 6), 20 (n = 8), 40 (n = 7) y 60 (n = 9) minutos después de haber sido
inyectados i. p. con solucién salina (NaCl 0.15M) (F 3, 25)= 1.225, p>0.05). Asimismo, no se
encontraron diferencias significativas cuando se compararon las medias de cada grupo
respecto a la exploracion el dia del pretest (media hipotética de 0) mediante una prueba t de
una muestra (media 10° =0.694 % +4.518, t 55= 0.153, p>0.05; media 20’ =8.141 % +6.365,
t (7= 1.279, p>0.05, media 40’ = -2.833 % +3.359, t 5y = 0.843, p>0.05; media 60’ = -0.299
% + 2.243, t ()= 0.133, p>0.05). Estos resultados indican que el confinamiento a diferentes
temporalidades después de una inyeccion i. p. de NaCl 0.15 M no genera cambios en la

permanencia hacia el compartimento blanco el dia de la prueba.

Pagina | 34



Compartimento blanco

30
S 204
o
L & 10- 1
S
Lo 1
(o] 1
§ c T
0_ :% -10-
5
Z -20-
_30_

10 20 40 60
Tiempo de confinamiento (min)

Figura 9. Efecto del tiempo de confinamiento sobre el puntaje de permanencia dentro del
compartimento blanco. Los animales fueron confinados dentro del compartimento blanco por 10,
20, 40 y 60 minutos después de ser inyectados i. p. con solucién salina (NaCl 0.15 M). El analisis
mostrd que la manipulacion experimental no generd diferencias significativas entre los grupos.
Asimismo, se observa que ninguno de los grupos exhibié cambios en el puntaje de permanencia
dentro del compartimento blanco cuando se compararon los resultados del dia de la prueba
respecto a la exploracién inicial. Datos representados como media del puntaje de tiempo destinado
al compartimento negro + SEM para cada grupo.

Posteriormente, se compararon las medias del puntaje de permanencia dentro del
compartimento negro con ayuda de una prueba ANOVA de un factor. El andlisis mostro
diferencias significativas entre las medias de los grupos (F (3,24)=4.184, P<0.05) y, por medio
de la prueba post hoc de Fisher, se encontré que el grupo de ratas confinado por 20 minutos
(n = 8) dentro del compartimento negro después de recibir una inyeccion i. p. de LiCl 0.4 M
fue significativamente diferente al compararlo contra los grupos de 10 (P<0.01, n = 6), 40

(P<0.05, n =7) y 60 minutos (P<0.01, n = 9) a los que también se les administré LiCl 0.4 M.

Ademas, al comparar las medias de los grupos respecto a la media hipotética de 0 por medio
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de la prueba t de una muestra, se identifico que inicamente el grupo confinado por 20 minutos
mostrd diferencias significativas en relacion a la exploracion inicial (media 20° = -21.960 %
+4.063, t (7) = 5.405, p<0.05). Por el contrario, el puntaje de permanencia de los animales
confinados por 10, 40 y 60 minutos no resulto ser diferente a la exploracion inicial (media
10° = 4.468 % +7.058, t 5= 0.633, p>0.05; media 40° = -4.493 % +5.968, t ) = 0.752,
p>0.05; media 60’ = -1.487 % +5.201, t g = 0.355, p>0.05) (ver figura 10). Los datos
demuestran que la induccion del CPA en un modelo de roedor es posible utilizando una
inyeccidn de LiCl 0.4 M después de un solo ensayo y bajo condiciones temporales especificas
de confinamiento, resultando el periodo de 20 minutos como el efectivo para generar un

condicionamiento de aversion al contexto.
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Figura 10. Tiempo de confinamiento requerido para el establecimiento del condicionamiento de
aversion al lugar (CPA). Sélo los animales que fueron confinados dentro del compartimento negro
por 20 minutos después de haber recibido una inyeccion i. p. de LiCl 0.4 M muestran una
disminucién en el puntaje de permanencia respecto a la exploracién inicial. Este efecto no se
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observa con las otras temporalidades. Datos representados como media del puntaje de tiempo
destinado al compartimento negro + SEM para cada grupo.
** p<.01, * p<.05 vs 20 minutos, # p <.05 respecto a la exploracidn inicial.

8. 2. La induccion del CPA es dependiente de la informacion emética proveniente del
LiCl y no del dolor abdominal

Para los experimentos en los que se administraron diferentes soluciones isotonicas e
hipertonicas, primero se evalud la existencia de cambios en la permanencia dentro del
compartimento blanco. Para ello, se compararon las medias del puntaje de permanencia de
los grupos dentro del compartimento blanco con ayuda de una prueba ANOVA de un factor
(solucién administrada para inducir CPA). Como se muestra en la figura 11, aunque el
andlisis no mostrd diferencias significativas en el puntaje de permanencia dentro del
compartimento blanco (F 27 =1.128, P>0.05), cuando se aplicé una prueba t de una muestra
para comparar el puntaje de permanencia respecto a la exploracién el dia del pretest se
encontro que el grupo en el que se utilizé NaCl 0.15 M (n = 8) como inductor de CPA mostro6
una disminucién estadisticamente significativa en el puntaje de permanencia el dia de la
prueba (media NaCl 0.15 M =-4.373 % +1.348, t (7) = 3.244, p<0.05). Por el contrario, los
animales de los grupos en los que se utilizaron NaCl 0. 4 M (n =8), LiCI 0.15 M (n =7) y
LiCl 0.4 M (n = 8) como inductores de CPA no resultaron ser diferentes a la exploracién
inicial (media NaCl 0.4 M = 0.864 % +2.758, t (7) = 0.313, p>0.05; media LiCl 0.15 M =
2.946 % +6.815, t ¢ = 0.432, p>0.05; media LiCl 0.4 M = 8.141 % +6.365, t (7 = 1.279,
p>0.05). Estos datos muestran que, aunque todos los grupos recibieron el mismo tratamiento
dentro del compartimento blanco, sélo el grupo tratado con NaCl isotonico dentro del
compartimento negro mostré una disminucién en el puntaje de permanencia en el

compartimento blanco. Este fenomeno podria explicarse desde la teoria del mapa
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cognoscitivo propuesta por Tolman (1948), la cual indica que los organismos elaboran una
representacion mental del entorno que les indica la disposicion de los elementos del espacio
para desempefiarse adecuadamente dentro de los mismos (Epstein et al., 2017); en este
sentido, parece ser que las consecuencias asociadas al compartimento negro determinan en

gran medida la conducta de exploracion dentro del compartimento blanco.
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Figura 11. Puntaje de permanencia en el compartimento blanco en animales en los que se utilizaron
soluciones en concentraciones isotdnicas e hipertdnicas como inductores de CPA. Durante el
experimento, los animales recibieron la administracion de diferentes soluciones en el
compartimento negro para inducir un CPA, [NaCl isotdnico (0.15 M), NaCl hipertdnico (0.4 M), LiCl
isoténico (0.15 M) o LiCl hiperténico (0.4 M)], ademds todos los animales recibieron una inyeccién
i. p de solucidon salina dentro del compartimento blanco. Se observé que el grupo en el que se
empleé NaCl 0.15 M como agente inductor de CPA exhibié una disminucién estadisticamente
significativa en la permanencia el dia de la prueba. Por el contrario, los grupos en los que se
utilizaron NaCl 0.4 M, LiCl 0.15 M y LiCl 0.4 M como inductores de CPA no fueron diferentes en
relacidon con la exploracidn inicial (valor hipotético de 0). Datos representados como media del
puntaje de tiempo destinado al compartimento negro + SEM para cada grupo.

# p<.05 respecto a la exploracién inicial

Posteriormente se analizaron las medias del puntaje de permanencia dentro del

compartimento negro mediante una prueba ANOVA de un factor; como se muestra en la
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figura 12, el analisis mostré diferencias significativas entre las medias de los grupos (F (3,27
= 5.881, P<0.001). Por medio de la prueba de Fisher se encontrd que el puntaje de los
animales inyectados con LiCl 0.4 M (n = 8) dentro del compartimento negro fue diferente en
relacion con los grupos de NaCl 0.15 M (P<0.01, n=8), NaCl 0.4 M (P<0.01, n =8) y LiCl
0.15 M (P<0.05, n = 7). Al comparar la media de puntaje de los grupos respecto a la
exploracién inicial (media hipotética de 0) por medio de la prueba t de una muestra se
identifico que el puntaje de permanencia de los grupos NaCl 0.15 M, NaCl 0.4 My LiCl 0.15
M fue similar al puntaje reportado el dia del pretest (media NaCl 0.15 M = 5.644 % +5.215,
t (7= 1.082, p>0.05; media NaCl 0.4 M =-3.217 % +1.446, t (7y= 2.225, p>0.05; media LiCl
0.15 M =-7.580 % +7.416, t 5)= 1.022, p>0.05). Por el contrario, el grupo tratado con LiCl
0.4 M fue el Unico en exhibir una disminucion estadisticamente significativa en el tiempo de
permanencia (media LiCl 0.4 M =-21.960 % +4.063, t (7y = 5.405, p<0.01) (ver figura 12).
Estos resultados muestran que el dolor abdominal generado por la administracién de una
solucién hiperténica no es suficiente para inducir CPA pues la administracion de NaCl
hipertonica no genera aversion al contexto. En cambio, la inyeccion de LiCl en una
concentracion hiperténica favorece la induccién del CPA, por lo que parece que se requiere
de una solucion que proporcione informacion emética a una concentracion toxica para

establecer este tipo de aprendizaje.
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Figura 12. La administracion de NaCl y LiCl en concentraciones isotdnicas e hipertdnicas tiene efectos
diferenciales sobre la induccion del CPA. Durante el experimento los animales recibieron una
inyeccion i. p de NaCl isoténico (0.15 M), NaCl hiperténico (0.4 M), LiCl isoténico (0.15 M) o LiCl
hipertdnico (0.4 M), dependiendo del grupo, dentro del compartimento negro. El grupo tratado con
LiCl 0.4 M muestra un claro CPA mientras que los grupos tratados con NaCl 0.15 M, NaCl 0.4 My
LiCl 0.15 M dedican una cantidad de tiempo similar para explorar el compartimento negro en
relacidon con la exploracidn inicial (valor hipotético de 0). Datos representados como media del
puntaje de tiempo destinado al compartimento negro + SEM para cada grupo.

** p<.01, * p<.05 vs grupos, * p<.05 respecto a la exploracidn inicial

8. 3. La inactivacion temporal del hipocampo dorsal impide la induccion del CPA

Para los experimentos de inactivacion del hipocampo dorsal se compararon las medias del
puntaje de permanencia dentro del compartimento blanco de los animales tratados con SS'y
M/B antes de la induccion del CPA. Para ello, se aplicd una prueba t de muestras
independientes, la cual no mostro diferencias significativas entre los grupos (t (10) = 0.471,
P>0.05). Asimismo, se realizé una prueba t de una sola muestra para comparar el puntaje de
permanencia dentro del compartimento blanco de cada grupo respecto a la exploracion
inicial. Por medio de este analisis se encontré que ningun grupo present6d diferencias

significativas respecto al valor hipotético de 0 (media SS = 1.893 % +4.135, t 4) = 0.457,
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p>0.05; media M/B = 4.190 % +2.886, t 5) = 1.452, p >0.05). Los resultados indican que el
tratamiento con agonistas de los receptores GABA antes de la induccion del CPA no afecta
la conducta de exploracion del compartimento blanco entre los grupos o en relacion con el

dia del pretest (ver figura 13).
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Figura 13. La inactivacion farmacoldgica del hipocampo previa a la induccion del CPA no genera
cambios en la conducta de exploracion del compartimento blanco. El analisis por medio de la prueba
t de muestras independientes no mostré diferencias significativas entre los grupos a los que se
administraron SS o M/B de manera i. c. antes de la induccion del CPA. Asimismo, al comparar el
puntaje respecto a la exploracién inicial mediante la prueba t de una muestra se encontré que
ninguno de los grupos resulté ser diferente. Datos representados como media del puntaje de tiempo
destinado al compartimento negro + SEM para cada grupo.

Cuando se analizaron las medias del puntaje de permanencia dentro del compartimento negro
por medio de una prueba t de muestras independientes, nuevamente el analisis no mostro
diferencias significativas entre el grupo tratado con SS y el grupo tratado con la mezcla M/B
(t @0y =1.971, P>0.05). Sin embargo, al comparar la media de puntaje de los grupos respecto

a la exploracion inicial (media hipotética de 0) para el mismo compartimento, se encontro
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que el grupo que recibié una inyeccién intrahipocampal de SS antes del entrenamiento
exhibio6 una diferencia estadisticamente significativa (media SS = -13.030 % +3.343, t 4) =
3.897, p<0.05), mientras que el grupo tratado con M/B no lo hizo (media M/B = 0.637 %
+5.298, t )= 0.120, p>0.05) (ver figura 14). Estos resultados demuestran que la inhibicion
de la porcion dorsal del hipocampo con agonistas de los receptores GABAa Yy GABAg

impidio la induccién del CPA.
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Figura 14. La inactivacion farmacoldgica del hipocampo dorsal impide la formacion del CPA. El
analisis por medio de la prueba t de muestras independientes no mostrd diferencias significativas
entre los grupos. Al comparar el puntaje respecto a la exploracion inicial (media hipotética de 0)
mediante la prueba t de una muestra se encontrd que el grupo tratado con SS mostré diferencias
significativas, mientras que el grupo M/B no resulto ser diferente. Datos representados como media
del puntaje de tiempo destinado al compartimento negro + SEM para cada grupo.

# p<.05 respecto a la exploracién inicial.

8. 4. El blogueo de los receptores NMDA del hipocampo dorsal antes del
condicionamiento no afecta el establecimiento del CPA
Con el fin de evaluar cambios en la aversion condicionada debido al bloqueo farmacologico

de los receptores NMDA del HD antes del condicionamiento, primero se compararon los
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puntajes de permanencia de los animales dentro del compartimento blanco. Para ello, se
aplico una prueba t de Student de muestras independientes, la cual no mostré diferencias
significativas entre los grupos (t 11y = 0.741, P>0.05). Asimismo, cuando se realiz6 una
prueba t de una sola muestra para comparar las medias de los grupos respecto a la media
hipotética de 0, se encontré que ninguno de los grupos fue diferente a la exploracién inicial
(media SS = 1.519 % +3.871, t (4 = 0.392, p>0.05; media AP5 =-1.012 % +1.302, t (7 =
0.777, p >0.05) (ver figura 15). Estos resultados indican que el tratamiento con AP5 antes de
la induccién del CPA no genera cambios en la permanencia dentro del compartimento blanco

entre el grupo experimental y el grupo control.
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Figura 15. E/ bloqueo de los receptores NMDA del hipocampo dorsal antes de la adquisicion del CPA
no genera cambios en la conducta de exploracion del compartimento blanco entre los grupos. El
analisis por medio de la prueba t de muestras independientes no mostré diferencias significativas
entre los grupos a los que se administraron SS o AP5 de manera i. c. antes de la induccion del CPA.
Asimismo, al comparar el puntaje de los grupos con respecto a la media hipotética de 0 mediante la
prueba t de una muestra, ninguno de los grupos resultd ser diferente a la exploracién inicial. Datos
representados como media del puntaje de tiempo destinado al compartimento negro + SEM para
cada grupo.
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Ademas, se evalud el efecto de la administracion intrahipocampal de SS y AP5 antes de la
induccién del CPA sobre el puntaje de permanencia dentro del compartimento negro. Como
se muestra en la figura 16, el analisis no mostrd diferencias significativas entre el grupo
tratado con solucidn salina y el grupo tratado con antagonistas de los receptores NMDA (t
@y = 0.507, P >0.05). Sin embargo, al comparar la media de puntaje de los grupos respecto
a la exploracion el dia del pretest se encontré que ambos grupos mostraron una diferencia
estadisticamente significativa (media SS = -13.030 % +3.343, t ) = 3.897, p<0.05; media
AP5 =-16.690 % +5.670, t (7= 2.991, p<0.05). Estos resultados demuestran que el bloqueo
de los receptores NMDA del hipocampo dorsal antes de la induccion del CPA no afecta el

establecimiento de la memoria aversiva.
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Figura 16. E/ bloqueo de los receptores NMDA del hipocampo dorsal antes de la adquisicion del CPA
no afecta el establecimiento de la memoria. El analisis por medio de la prueba t de muestras
independientes no mostré diferencias significativas entre los grupos. Al comparar el puntaje de los
grupos con respecto a la media hipotética de 0 mediante la prueba t de una muestra, se encontré
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gue los animales tratados con SS y AP5 antes de la adquisicion del CPA fueron significativamente
diferentes respecto a la exploracidn inicial, por lo que ambos grupos mostraron aversién al contexto
el dia de la prueba. Datos representados como media del puntaje de tiempo destinado al
compartimento negro + SEM para cada grupo.

# p<.05 respecto a la exploracién inicial

8. 5. El bloqueo de los receptores NMDA del hipocampo dorsal después del
condicionamiento impide la consolidacion del CPA

En cuanto a los experimentos en los que se administr6 AP5 después del entrenamiento,
primero se compararon las medias de puntaje de permanencia de los grupos dentro del
compartimento blanco. Como se muestra en la figura 17, el analisis por medio de una prueba
t de muestras independientes no mostro diferencias significativas entre el grupo tratado con
solucion salina y el grupo tratado con AP5 (t (14) = 1.253, P>0.05). Ademas, al comparar la
media de puntaje de los grupos respecto a la exploracion inicial se encontré que ninguno de
los grupos exhibi6 diferencias estadisticamente significativas (media SS = 3.579 % +4.329,
t (7= 0.826, p>0.05; media AP5 = 5.236 % +5.545, t (7) = 0.994, p>0.05). Estos resultados
indican que el tratamiento con antagonistas de los receptores NMDA posterior a la induccion

del CPA no afecta la conducta de exploracién dentro del compartimento blanco.
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Figura 17. El bloqueo de los receptores NMDA del hipocampo dorsal después de la induccion del CPA
no genera cambios en la conducta de exploracion del compartimento blanco. El analisis por medio
de la prueba t de muestras independientes no mostré diferencias significativas entre los grupos. Al
comparar el puntaje de los grupos con respecto a la media hipotética de 0 mediante la prueba t de
una muestra, se encontrd que ninguno de los grupos fue diferente de la exploracidn inicial. Datos
representados como media del puntaje de tiempo destinado al compartimento negro + SEM para
cada grupo.

Para ampliar la comprension sobre este fendmeno, también se evalué el efecto del bloqueo
de receptores NMDA sobre el puntaje de permanencia dentro del compartimento negro.
Aunque el analisis mediante una prueba t de muestras independientes no mostro diferencias
significativas entre los grupos (t (4) = 1.729, P>0.05), cuando se realizé una prueba t de una
muestra para comparar la media de puntaje de los grupos respecto a la exploracion inicial, se
encontrd que los animales del grupo tratado con solucién salina después del confinamiento
(media SS despues = -15.24% +5.719, t (7 = 2.665, p<0.05) resultaron diferentes a la media

hipotética; asimismo, se observo que el grupo tratado con AP5 inmediatamente después del
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confinamiento (media AP5 después = -2.279% +4.847, t (7y = 0.470, p>0.05) no mostro
aversion al contexto (ver figura 18). Estos resultados indican que el bloqueo de los receptores
NMDA después de la asociacion del EC con el EI impide el establecimiento del CPA,

impactando directamente sobre la consolidacion de la memoria (ver figura 17).

Compartimento negro - Después

ns
207

10+

Puntaje (%)
|_

-300  ss  AP5

Figura 18. E/ bloqueo de los receptores NMDA del hipocampo dorsal durante la postadquisicion del
CPA afecta la consolidacion de la memoria. El andlisis por medio de la prueba t de muestras
independientes no mostré diferencias significativas entre los grupos. Al comparar el puntaje de los
grupos con respecto a la media hipotética de 0 mediante la prueba t de una muestra, se encontré
que el grupo tratado con AP5 inmediatamente después del término del confinamiento no resultd
significativamente diferentes a la exploracidn inicial, por lo que fue el Unico que no mostro aversion
al contexto el dia de la prueba. Datos representados como media del puntaje de tiempo destinado
al compartimento negro + SEM para cada grupo.

# p<.05 respecto a la exploracion inicial.
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IX. Discusion

9. 1. La induccion del CPA es posible bajo condiciones temporales especificas de
confinamiento

Uno de los hallazgos méas importantes reportados durante la realizacién de este trabajo es la
posibilidad de establecer un protocolo de aversion al contexto mediante la induccién de
malestar gastrico en un solo ensayo. De manera general, los protocolos de CPA emplean
inyecciones intraplantares de formalina (Gao et al., 2004; Jarrin et al., 2020; Jiang et al.,
2014) o choques eléctricos (Gao et al., 2004) como estimulos incondicionados para generar
aversion al contexto. Sin embargo, aunque estos estimulos resultan efectivos durante el
establecimiento del CPA, no se acoplan al modelo de nausea anticipatoria pues aluden a una
estimulacion nociceptiva (exteroceptiva) en lugar de una de tipo visceral. Por otro lado, los
experimentos en los que se emplean inductores de malestar gastrico requieren varios dias de
entrenamiento en los que se administra LiCl intraperitonealmente, esto debido a la dificultad
que representa asociar un contexto con una sefial de tipo visceral (Buffalari et al., 2016; Chan
et al., 2013; Cloutier, Cavaliers y Ossenkopp, 2017; Cloutier, Cavaliers y Ossenkopp, 2018;
Cunningham et al., 2006; Doobay et al., 2021; Jiang et al., 2014; Kramar et al., 2021; Tenk,
Kavaliers y Ossenkopp, 2005). En este sentido, aunque experimentalmente se ha demostrado
que la facilidad para establecer un aprendizaje de evitacién depende de la modalidad sensorial
de los estimulos utilizados (p. ej. sabores con sefiales viscerales o claves contextuales con
estimulos nociceptivos) (Garcia y Koelling, 1966), el presente trabajo demuestra que la
concentracion de LiCl utilizada durante este protocolo es suficiente para establecer el CPA
en un solo ensayo. Es importante mencionar que la efectividad de la asociacion entre el LiCl
y las claves contextuales de la caja de condicionamiento depende de las condiciones de

confinamiento bajo las que se realiza. Durante la etapa de estandarizacién, los animales
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fueron confinados dentro de los compartimentos por 10, 20, 40 o 60 minutos para evaluar el
efecto del tiempo de confinamiento sobre la induccion del CPA. Los resultados muestran
que, mientras que la restriccion en un compartimento por 10, 40 y 60 minutos no permite el
condicionamiento de aversion al lugar, el confinamiento por 20 minutos resulta efectivo para
su establecimiento, esto probablemente por el efecto farmacoldgico del LiCl. Previamente se
ha reportado que el pico de accién del LiCl se produce entre los 15 y 30 minutos posteriores
a su exposicion (Parker et al., 1984; Tenk, Kavaliers y Ossenkopp, 2005); debido a lo
anterior, se presume que los animales que fueron confinados durante 20 minutos
experimentaron los sintomas de malestar gastrico mientras se encontraban dentro del
compartimento negro. En lo que respecta a los grupos de 40 y 60 minutos, es posible que la
exposicion prolongada al contexto promoviera que el efecto del LiCl desapareciera dentro
del compartimento condicionado, impidiendo la correcta asociacion de los estimulos. Por
otro lado, el confinamiento por un periodo de 10 minutos parece ser insuficiente para que los
animales experimenten sintomas de malestar dentro de la caja de condicionamiento, haciendo
ineficiente la induccion del CPA. En cualquiera de las tres condiciones, la asociacién entre
el contexto y el malestar gastrico no es 6ptima, llevando a fallas en la induccion de la aversion
al lugar. Por consiguiente, confinar al animal durante 20 minutos en un contexto novedoso
después de haber recibido una inyeccion i. p de LiCl permite establecer un CPA robusto en

un solo ensayo.

Es importante mencionar que, aunque no se observaron cambios en la permanencia dentro
del compartimento blanco, el grupo confinado durante 20 minutos mostro una tendencia
hacia el incremento en el tiempo de permanencia de este compartimento el dia de la prueba.

La reduccion en el tiempo de permanencia en el compartimento negro y el aumento en el
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compartimento blanco sugiere que el aparato es procesado como un todo, por lo que el
contexto negro adquiere una valencia aversiva, mientras que al contexto blanco se le confiere
un significado de seguridad. Esto es coherente con lo que se ha reportado en protocolos de
preferencia al lugar inducido por drogas de abuso; de acuerdo con Scoles y Siegel (1986),
cuando las ratas son entrenadas en una caja de dos compartimentos, un contexto es asociado
con un estimulo incondicionado apetitivo mientras que el contexto contrario es asociado con
la administracion de un estimulo inocuo como la solucion salina. Pese a que este
procedimiento se utiliza como un control para identificar claramente las propiedades
recompensantes de una sustancia de abuso, se ha sugerido que la tendencia de aproximarse a
un contexto en particular implica que el animal evite el otro; por ende, la conducta de
exploracion entre los dos espacios depende en gran medida de la informacion asociada a cada
compartimento (Scoles y Siegel, 1986). Aunque estos datos suelen pasar desapercibidos en
investigaciones de condicionamiento de aversion al lugar, el presente trabajo muestra que es
preciso hacer una evaluacion de la conducta de exploracion dentro de los diferentes
compartimentos que componen los aparatos de condicionamiento pues brindan informacion

valiosa sobre el procesamiento de las claves contextuales.

9. 2. La induccion del CPA requiere de la informacion emética proveniente del LiCl

Dentro de la literatura del condicionamiento de aversion, trabajos anteriores han mostrado
que existen sustancias que, cuando son inyectadas intraperitonealmente, son capaces de
generar dolor visceral (p. ej. &cido aceético) (Giesler y Liebeskind, 1976) e inducir aversion
al contexto (Bagdas et al., 2016). En este sentido, para evaluar si la induccion del CPA habia
sido producida por el malestar gastrico generado por el LiCl 0.4 M o por el dolor abdominal

generado por la misma solucion, se evaluo el efecto de la administracion de soluciones
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isotonicas e hipertonicas de NaCl y LiCl sobre la respuesta de aversién. Los resultados
muestran que, a pesar de que se ha reportado que la inyeccién i p. de NaCl hipertonico
promueve la expresion de respuestas tipicas asociadas al dolor visceral (p. ej. contraccion de
la musculatura abdominal, rotacion hacia dentro de una pata trasera, alargamiento del cuerpo
0 arqueo de la espalda) (Giesler y Liebeskind, 1976), sélo la concentracién de LiCl
hipertonico (0.4 M) gener6 un condicionamiento contextual de aversion medido como una
disminucion en el tiempo de permanencia dentro del compartimento negro en relacion al
entrenamiento. Estos resultados son congruentes con los trabajos en los que se reporta que el
NaCl a altas concentraciones no induce un condicionamiento de aversion al sabor (Guzman-
Ramos et al., 2010 y 2012) y, por ende, es inefectivo al momento de generar aversion al
contexto. Asimismo, los datos obtenidos demuestran, por un lado, que la induccién del CPA
requiere de la informacion emética provista por el litio pues sélo este genera claras
manifestaciones de malestar gastrico como contracciones involuntarias del abdomen y
diarrea (Bernstein et al., 1992; Nachman y Ashe, 1973). Por otro lado, los resultados indican
que la efectividad de LiCl para condicionar la aversion al contexto depende de su toxicidad,

pues una menor concentracion no genera el mismo efecto.

Es importante mencionar que, derivado de los datos obtenidos dentro del compartimento
blanco, se observo que solo el grupo tratado con NaCl 0. 15 M mostré una disminucién en la
permanencia en el compartimento blanco en comparacion con el resto de los grupos.
Nuevamente, este resultado es congruente con el argumento de que las consecuencias
asociadas a cada compartimento determinan la conducta de exploracion (Scoles y Siegel,
1986). Es decir, debido a que la administracion de solucion salina dentro del compartimento

negro es considerada como un estimulo inocuo, dicho contexto se reconoce como un entorno
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seguro, mientras que el compartimento blanco conserva sus cualidades aversivas debido a la
fotofobia natural de los animales (Barker et al., 2010). Por el contrario, los grupos en los que
se administrd6 NaCl 0.4 M, LiCl 0.15 M y LiCl 0.4 M no mostraron cambios en la
permanencia hacia el contexto blanco, por lo que se infiere que el dolor generado por la
hipertonicidad del NaCl y la toxicidad proveniente del litio confieren al compartimento negro

una valencia negativa que contrarresta las cualidades negativas del compartimento blanco.

9. 3. El hipocampo dorsal participa en el establecimiento del CPA

Desde el descubrimiento de las células de lugar, la literatura en torno al hipocampo ha
mostrado que su region dorsal es importante para la cognicion espacial, ya que la inactivacion
farmacoldgica o por medio de lesiones genera alteraciones en el desempefio de tareas
espaciales (Cimadevilla, Fenton y Bures, 2000; Fenton y Bures, 1993; Hitchcock y Lattal,
2018; McEown y Treit, 2010). De manera particular, se ha demostrado que el hipocampo
dorsal participa en tareas de evitacion de lugar (p. ej. condicionamiento de miedo al contexto)
en las que las claves contextuales de un entorno especifico predicen la entrega de un castigo
(p. e. choque eléctrico) (Cimadevilla, Fenton y Bures, 2000). Aunque hasta el momento se
ha reconocido la importancia del hipocampo dorsal en tareas que requieren del
reconocimiento de claves espaciales, gran parte de la investigacion se ha enfocado en evaluar
su participacion en pruebas que utilizan estimulos exteroceptivos como estimulos
incondicionados. Por lo anterior, ain se desconoce el papel de esta estructura durante el

establecimiento de tareas de aversion inducidas por sefiales interoceptivas o de tipo visceral.

Con el fin de evaluar la participacion del hipocampo dorsal durante el establecimiento del
CPA inducido por sefiales de malestar gastrico, uno de los objetivos del presente trabajo

consistio en administrar una mezcla de agonistas de los receptores GABAAY GABAg antes
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de realizar la asociacion del contexto con la inyeccion i. p. de LiCl. Los resultados mostraron
que la inactivacion farmacoldgica del hipocampo dorsal impidio el establecimiento del CPA,
ya que los animales del grupo M/B no mostraron una respuesta de aversion el dia de la prueba.
Para explicar este fendmeno, trabajos previos han reportado que la inactivacion del
hipocampo impide el condicionamiento de lugar, promoviendo que los animales exploren
con mayor frecuencia los espacios en los que se indujo el condicionamiento aversivo en el
caso del aprendizaje de evitacion (Cimadevilla, Fenton y Bures, 2000). Por otro lado, se ha
encontrado que el hipocampo también es responsable del aprendizaje de tareas asociativas,
especialmente durante la primera fase del entrenamiento (Asaad, Rainer y Miller, 1998;
Borders et al., 2017). En este caso, los resultados sugieren que los animales tratados con
muscimol y baclofen antes de la induccién del CPA experimentaron una alteracion en el
procesamiento de los estimulos que impidi6 el establecimiento del aprendizaje. En
consecuencia, sélo los animales en los que se realiz6 esta manipulacion farmacoldgica

mostraron afectaciones en la prueba de memoria a largo plazo.

De manera general, los resultados provistos hasta ahora demuestran que el hipocampo dorsal
participa en el establecimiento del CPA inducido por malestar gastrico; sin embargo, es
importante mencionar que la porcion ventral del hipocampo también podria tener un papel
funcional durante la adquisicién de esta tarea pues es una estructura que se encuentra
intimamente relacionada con aspectos emocionales, especialmente con tareas que involucran
situaciones de estrés o de tipo ansiogénicas (Wang et al., 2019). Aungue en la actualidad
existen pocos trabajos que relacionan el papel del hipocampo ventral sobre el establecimiento
del CPA inducido por sefiales de malestar gastrico, resulta conveniente explorar esta

interrogante para contribuir a la descripcion de los sustratos neurales que subyacen al CPA.
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9. 4. El hipocampo dorsal participa en la consolidacion del CPA mediante la activacion
de receptores tipo NMDA

Un hallazgo importante que derivo de los experimentos realizados es que los receptores
glutamatérgicos tipo NMDA participan en el establecimiento del CPA inducido por el
malestar gastrico. Como se describio en la seccién de resultados, cuando se administro el
antagonista de los receptores NMDA, el AP5 antes del condicionamiento no se observaron
alteraciones en la induccién del CPA. Esto contrasta con diversos trabajos en los que se ha
demostrado que los receptores NMDA del hipocampo tienen un papel funcional en la
adquisicién de memorias espaciales (Bast, da Silva y Morris, 2005; Liang et al., 1994;
Yamada et al., 2017). Una posible explicacion para este fendmeno radica en el momento de
la administracion. De acuerdo con la literatura, en la mayoria de los experimentos en los que
se administra AP5 para impedir el establecimiento de una memoria espacial, la inyeccion
intrahipocampal se realiza entre 10 o 15 minutos antes de la presentacion de los estimulos
(Liang et al., 1994; Yamada et al.,, 2017); en el caso particular de este trabajo, la
administracion del farmaco se realizo justo antes de la induccién del CPA, por lo que es
posible que el bloqueo de los receptores NMDA y su consecuente cascada de sefializacion
comenzaran después de que los mecanismos moleculares destinados al establecimiento del
CPA ya se habian puesto en marcha. Por otro lado, también es posible que la sefializacion
del LiCl no sea procesada en el hipocampo dorsal y que, por lo tanto, su establecimiento
dependa de estructuras asociadas al procesamiento de respuestas de estrés y ansiedad como
la amigdala o la porcion ventral del hipocampo (Ambrogi-Lorenzini et al, 1997; Bagot et al.,
2015; Bian et al., 2019; Jimenez et al., 2018; Marsurkar, 2018; Pinto et al., 2015; Roesler et

al., 2000; Zhang et al., 2014).
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En lo que refiere al experimento en el que se administr6 AP5 inmediatamente después de la
asociacion entre estimulos, los resultados son coherentes con otra serie de trabajos que
relacionan la actividad de los receptores NMDA con la consolidacion de trazos de memoria
de diferente naturaleza (p. ej. memoria espacial y memoria de reconocimiento de objetos)
(Goosens y Maren, 2004; Marcondes et al. 2020; Osorio-Gomez et al. 2019). De acuerdo con
la literatura, la activacion de los receptores NMDA es el mecanismo celular que ha sido
propuesto como el principal responsable de la consolidacién de memorias de tipo asociativo.
Es decir, cuando el organismo estd sujeto a un aprendizaje asociativo, la estimulacion
promueve la liberacion de glutamato de la presinapsis a la postsinapsis; una vez que el
glutamato se encuentra disperso en la hendidura sinaptica, este es capaz de unirse a los
receptores tipo AMPA y NMDA. La activacion de los receptores AMPA es rapida y
transitoria, por lo que, inicialmente, su funcion se limita a mantener la transmision sinaptica
basal. Sin embargo, después de que la neurona postsinaptica se encuentra despolarizada por
el influjo de cationes asociado a la activacion de los receptores AMPA, la coincidencia entre
la activacion de la presinapsis y la despolarizacion postsinaptica promueve que el poro de los
receptores NMDA, el cual se encontraba bloqueado por un i6n de Mg2+, se disocie del canal.
Una vez abierto, la union del glutamato al receptor NMDA favorece el flujo de Ca?" al
interior de la célula. Este evento genera que las cinasas asociadas a calcio como la CaMKI|I
fosforilen otras proteinas para generar dos procesos: por un lado, permitir la insercién de
nuevos receptores AMPA en la membrana postsinaptica y, por otro lado, activar a la PKA,
la cual se encarga de fosforilar al factor de transcripcion CREB para inducir la transcripcion
de genes y realizar modificaciones morfofuncionales duraderas en la neurona (Blanke y
VanDongen, 2008; Loubon y Franco, 2010; Kandel 2001a y 2001b). Dicho lo anterior, al

bloquear farmacoldgicamente los receptores NMDA por medio de la administracion
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intrahipocampal de AP5 se impiden los mecanismos moleculares asociados a la

consolidacién de la memoria.

X. Conclusiones
El presente trabajo se realizé con el fin de evaluar el papel funcional del hipocampo dorsal
en el establecimiento del condicionamiento de aversion al lugar. A partir de los resultados
obtenidos se pudo concluir que la induccion de CPA utilizando LiCl como generador de
malestar gastrico es posible bajo condiciones temporales especificas de confinamiento, las
cuales dependen en gran medida del pico de accion de la solucion empleada como estimulo
incondicionado. Asimismo, se llegd a la conclusion que la induccién del CPA requiere de la
informacion emética asociada a laadministracion del LiCl y no del dolor abdominal generado
por la inyeccion de una solucion hipertdnica. Finalmente, los resultados obtenidos por medio
de las manipulaciones farmacoldgicas demuestran que el hipocampo participa en el
establecimiento del CPA, favoreciendo particularmente la consolidacion de la memoria por

medio de los receptores glutamatérgicos tipo NMDA.

Al comparar los hallazgos obtenidos con los antecedentes reportados en la literatura se
observa que la mayoria de los trabajos enfocados en dilucidar la neurobiologia de la nausea
anticipatoria claman a este fendmeno como uno dependiente de estructuras asociadas con el
procesamiento emocional como la corteza frontal, la amigdala, entre otros (Kenward et al.,
2015; Napadow et al., 2013). A pesar de que el establecimiento de la ndusea anticipatoria en
contextos hospitalarios tiene un componente espacial, hasta ahora se habia ignorado la
relevancia de regiones como la formacién hipocampal en la formacién de esta respuesta
anticipatoria. Por ende, la importancia de los hallazgos reportados en el presente trabajo

radica en que su descripcién podria coadyuvar en la comprension de los mecanismos
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neurobioldgicos involucrados en la formacion de un CPA inducido por malestar gastrico los
cuales, a su vez, estan relacionados con el establecimiento de la respuesta de nausea

anticipatoria observada en pacientes bajo tratamiento quimioterapéutico.
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