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RESUMEN

Existe evidencia que indica que los tratamientos farmacolégicos que normalmente afectan la
consolidacion de la memoria llegan a ser inefectivos cuando los animales son sometidos a un
entrenamiento incrementado. Este efecto ha sido observado con la administracién de varios
tratamientos farmacoldgicos que interfieren con la actividad neuronal de algunas estructuras
cerebrales como el hipocampo, la amigdala, la corteza insular, la corteza prefrontal y el
estriado dorsal. Los mecanismos que pudieran estar implicados en este fendmeno son
desconocidos. Se puede plantear la hipétesis que el entrenamiento incrementado promueve
la transferencia de informacion a una red neuronal mas amplia. Los resultados de esta tesis
demostraron que, en ratas, la tarea de evitacion inhibitoria (El) induce espinogénesis de tipo
hongo en las neuronas medianas espinosas (MSNSs, por sus siglas en inglés) del estriado
dorsal, este aumento es dependiente de la intensidad del entrenamiento. También se
encontré que la proporcién de las espinas tipo larga disminuyé. Estos cambios fueron
evidentes 6 h después del entrenamiento y persistieron al menos durante 24 h. Cabe resaltar
que el choque eléctrico por si solo no indujo espinogénesis. La densidad de espinas en las
MSNs en el nucleo accumbens también aumentd, pero este incremento no fue de acuerdo
con la intensidad del proceso asociativo involucrado en la tarea de El, sino que simplemente
se produjo en respuesta a la administracion del estimulo aversivo. Estos hallazgos sugieren
que las espinas tipo hongo de las MSNs del estriado dorsal reciben informacion que esta
involucrada en la actividad integrativa necesaria para la consolidacién de la memoria, y que
el entrenamiento incrementado facilita la transferencia de informacion del estriado dorsal a
otras regiones cerebrales. Una dinamica similar en la formacion de espinas dendriticas fue
observada 6 horas después de la evocacion de la memoria, es decir, incremento en la
densidad de espinas, en general, y en las espinas tipo hongo, en particular, en la region
dorsal del estriado asociada a la recuperacion de la memoria consolidada, mientras que en el
nucleo accumbens, este aumento en la densidad y en las espinas tipo hongo se produjo por
la aplicaciéon del estimulo aversivo. Esto implica, que el proceso de evocacion es una etapa
de la memoria dinamica en la que estos cambios estructurales en las MSNs podrian estar

ocurriendo, facilitando asi la salida de la informacion a otras regiones cerebrales.



ABSTRACT

A growing body of evidence indicates that treatments that typically impair memory
consolidation become ineffective when animals are given intense training. This effect has
been obtained by treatments interfering with the neural activity of several brain structures,
including the dorsal striatum. The mechanisms that mediate this phenomenon are unknown.
One possibility is that intense training promotes the transfer of information derived from the
enhanced training to a wider neuronal network. We now report that, in rats, inhibitory
avoidance (lA) induces mushroom spinogenesis in the medium spiny neurons (MSNs) of
dorsal striatum, which is dependent upon the intensity of the foot-shock used for training. That
is, the effect is seen only when high intensity foot-shock is used in training. We also found
that the relative density of thin spines was reduced. These changes were evident at 6 h after
training, and persisted for at least 24 h afterwards. Importantly, foot-shock alone did not
increase spinogenesis. Spine density in MSNs in the accumbens was also increased, but the
increase did not correlate with the associative process involved in IA; rather, it resulted from
the administration of the aversive stimulation alone. These findings suggest that mushroom
spines of MSNs of the dorsal striatum receive afferent information which is involved in the
integrative activity necessary for memory consolidation, and that intense training facilitates
transfer of information from dorsal striatum to other brain regions through augmented
spinogenesis. On the other hand, we investigated if there are changes in the density and
shape of dendritic spines in MSN in dorsal and nucleus accumbens produced during retrieval
of IA that had been trained with moderate and strong foot-shocks. The results showed that in
dorsal striatum there was an increase in the density and in mushroom spine ratio, which were
proportional to the intensity of training. However, in the ventral striatum there was an increase
in the density and in mushroom spine ratio associated with the non-contingent administration
of the foot-shocks. These results are probably due to the dorsal striatum is processing
contextual and procedural information from the cortex and hippocampus, whereas the ventral
striatum seems to process information derived from the aversive stimulation. These results
probably reflect processing, during retrieval, of contextual and procedural information of
moderate and intense |A training in dorsomedial and dorsolateral striatum, whereas the

ventral striatum seems to process information derived from the aversive stimulation.
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l. INTRODUCCION

Existe gran cantidad de evidencias que indican que los tratamientos que comunmente
producen amnesia llegan a ser inefectivos cuando los animales son sometidos a un
entrenamiento incrementado, es decir, a un mayor numero de sesiones de entrenamiento o
niveles relativamente altos de estimulacion aversiva (Prado-Alcala et al., 2012). Se ha
demostrado que el estriado dorsal esta involucrado en la adquisicién, consolidacion y
evocacién de la memoria de varias experiencias de aprendizaje (Divac & Oberg, 1979;
Packard & Knowlton, 2002; Prado, 1995; White, 2009). La interferencia con la actividad
colinérgica del estriado dorsal, asi como la inactivacion reversible de esta estructura cerebral
inducida después del entrenamiento moderado deteriora la formacién de la memoria. Sin
embargo, estos tratamientos son inefectivos cuando los animales son sometidos a un
entrenamiento incrementado (Giordano & Prado-Alcala, 1986; Pérez-Ruiz & Prado-Alcala,
1989; Prado-Alcala & Cobos-Zapiain, 1977, 1979; Salado-Castillo et al., 2011). Este efecto
protector contra la amnesia ha sido reportado en varias tareas conductuales (Prado-Alcala,
Medina, Serafin Lopez, & Quirarte, 2012). Estos resultados sugieren que el entrenamiento
intenso puede producir cambios estructurales y funcionales en el estriado dorsal, los cuales
pueden evitar el deterioro en la formacion de la memoria. A lo largo de esta tesis

emplearemos indistintamente las denominaciones “entrenamiento intenso”, “entrenamiento
incrementado” y “sobrerreforzamiento” para referirnos al tipo de aprendizaje que protege a la
memoria contra tratamientos amnésicos, ya que asi han sido utilizados en la literatura en

este campo.

El estriado dorsal es homogéneo histolégicamente; sin embargo, se ha observado una
diferenciacion funcional a lo largo del eje medial-lateral relacionado con la consolidacion de la
memoria (Salado-Castillo, Diaz del Guante, Alvarado, Quirarte, & Prado-Alcala, 1996). El
estriado dorsomedial (EDM) esta predominantemente involucrado en el aprendizaje espacial-
contextual y en las conductas dirigidas a una meta (Lozano, Serafin, Prado-Alcala,
Roozendaal, & Quirarte, 2013; White & McDonald, 2002). Por otro lado, el estriado
dorsolateral (EDL) participa en la formacion de la memoria de procedimiento (Devan & White,
1999; Packard & Knowlton, 2002).



Experimentos previos sugieren que la consolidaciéon de la memoria puede producir
cambios en la densidad y morfologia de las espinas dendriticas en el hipocampo, la amigdala
y la corteza cerebral (Aceti, Vetere, Novembre, Restivo, & Ammassari-Teule, 2015; Eyre,
Richter-Levin, Avital, & Stewart, 2003; Heinrichs et al., 2013; Leuner, Falduto, & Shors, 2003;
Moser, Trommald, & Andersen, 1994; O’Malley, O’Connell, Murphy, & Regan, 2000;
O’Malley, O’Connell, & Regan, 1998; Restivo, Vetere, Bontempi, & Ammassari-Teule, 2009).
Con respecto a la espinogénesis estriatal, se ha reportado que en las ratas expuestas a un
ambiente enriquecido se produce un aumento en la densidad total de espinas dendriticas en
las MSNs, lo cual es una muestra de las modificaciones neuronales dependientes de la
experiencia en esta region (Comery, Shah, & Greenough, 1995a; Comery, Stamoudis, Irwin,
& Greenough, 1996).

La tarea de evitacidon inhibitoria es una tarea estresante. Los eventos estresantes
inducen la liberacion de corticosterona, la cual puede facilitar la consolidaciéon de la memoria
de una variedad de tareas conductuales. Por ejemplo, se ha observado que la liberacion de
la corticosterona se correlaciona positivamente con la intensidad del aprendizaje (Cordero,
Merino, & Sandi, 1998; Luine, Martinez, Villegas, Magarinos, & McEwen, 1996; McGaugh,
Cahill, & Roozendaal, 1996; Oitzl & Kloet, 1992; Sandi, Loscertales, & Guaza, 1997; Shors,
Weiss, & Thompson, 1992). La activacion de los receptores a glucocorticoides en el estriado
dorsal, la amigdala, el hipocampo y la corteza insular facilitan la consolidacion de la memoria
de la tarea de evitacion inhibitoria (Cottrell & Nakajima, 1977; Fornari et al., 2012).

Aun no existen reportes acerca de los mecanismos que subyacen la espinogénesis en
el estriado, experimentos relacionados muestran que la administracion de corticosterona en
rebanadas de hipocampo dorsal, induce un aumento en la densidad de espinas en las
primeras cuatro horas después del tratamiento, este fendmeno es dependiente de la dosis de
corticosterona. Este efecto no se observéd después del bloqueo de los receptores NMDA o de
las quinasas PI3K, MAPK, PKC, PKA (Komatsuzaki et al., 2012). De manera similar, la
administracion de dexametasona, un agonista especifico de los receptores a
glucocorticoides, también produjo un aumento en las espinas tipo larga y hongo. Este efecto
fue bloqueado por el RU-38486, un antagonista del receptor a glucocorticoides (Komatsuzaki
et al., 2005). Por lo tanto, estos efectos rapidos en la génesis de las espinas tipo hongo

indican que la espinogénesis fue inducida por la via no gendémica, a través de los receptores
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a glucocorticoides localizados en la membrana y de la activacion de las diferentes vias de
sefalizacion de las quinasas (Joéls, Sarabdijitsingh, & Karst, 2012; Pasricha, Joéls, & Karst,
2011; Tasker, 2011).

Teniendo en cuenta lo anterior, planteamos la hipétesis de que tanto en el EDM como
en el EDL, el entrenamiento incrementado podria inducir un aumento en la formacién de
espinas tipo hongo, las cuales son consideradas el sustrato de la memoria a largo plazo
debido a su longevidad y a sus caracteristicas morfologicas y funcionales (Ashby, Maier,
Nishimune, & Henley, 2006; Bourne & Harris, 2007; Matsuzaki et al., 2001). De esta forma,
estos cambios estructurales en las MSNs podrian representar las bases neurofisioldgicas del
efecto protector del entrenamiento incrementado contra los tratamientos amnésicos que son
administrados en el estriado dorsal (Giordano & Prado-Alcala, 1986; Pérez-Ruiz & Prado-
Alcala, 1989; Salado-Castillo, 2011). Este aumento en las espinas tipo hongo podria
constituir un mecanismo para almacenar o retransmitir informacién derivada de la experiencia
de aprendizaje incrementado; en contraste, el nivel de entrenamiento bajo o moderado
podria inducir un aumento limitado de este tipo de espinas dendriticas, lo cual no seria
suficiente para superar el efecto amnésico inducido con tratamientos farmacoldgicos en el
estriado dorsal. Una vez que la actividad normal es recuperada, el aumento en la densidad
de espinas tipo hongo podria mantener la consolidacion de esta memoria fortalecida. A su
vez, cuando los animales son sometidos a la prueba de retencion, la entrada de informacién
al estriado dorsal podria activar faciimente a las MSNs y de esta forma facilitar la salida de

informacion a otras regiones cerebrales.



IIl. ANTECEDENTES

1. Aprendizaje y memoria

Diferentes capacidades y habilidades determinan la posibilidad de los animales para
adaptarse al medio ambiente y garantizar su supervivencia y la de su especie. Esto depende
de la informacion que es procesada mnemonicamente proveniente de las interacciones con
el medio ambiente. El aprendizaje y la memoria son procesos cognitivos que ocurren en el

sistema nervioso central de todos los animales.

Las diversas definiciones de aprendizaje coinciden en que este proceso es un cambio
relativamente permanente en la conducta de un sujeto, que resulta de la experiencia. Al
limitar el aprendizaje a cambios relativamente permanentes, se excluyen modificaciones de
la conducta debidas a factores de motivacion, a la adaptacion sensorial, a la fatiga y
enfermedades. Al sefalar que la practica, el entrenamiento o la experiencia son las
condiciones esenciales del aprendizaje, se excluyen cambios de la conducta que son

resultado de la maduracion, la senectud o de variables fisiolégicas (Bower & Hilgard, 1989).

La memoria ha sido propuesta como el almacén de la informacion adquirida, la cual
se puede recuperar a lo largo del tiempo (Kandel, 2001). Existen diferentes clasificaciones de

los tipos de memoria en funcion de caracteristicas particulares.

Se ha descrito una clasificacién de la memoria segun el tipo de informacién que se
esté procesando y almacenando. En esta clasificacion la memoria puede ser declarativa
(explicita), dependiente primordialmente hipocampo; o puede ser no declarativa (implicita), la
cual es dependiente de una variedad de estructuras entre las cuales se encuentra el estriado;
tal es el caso de conductas de procedimiento, como habitos o destrezas motoras. El
hipocampo, la amigdala, el cerebelo estan involucrados en el condicionamiento clasico e

instrumental, y la neocorteza en el priming (Squire, 1992) (Fig. 1).



Otra de las clasificaciones que ha sido ampliamente estudiada por los cambios
funcionales y estructurales que implica, es aquella que hace énfasis en el periodo en el cual
la informacion puede ser recuperada por el organismo. Este es el caso de la memoria de
corto plazo (MCP) y la memoria de largo plazo (MLP) (Diaz del Guante, Rivas, Prado-Alcala,
& Quirarte, 2004; McGaugh, Cahill, Ferry, & Roozendaal, 2000). La MCP, como su nhombre lo
dice, es una memoria que tiene muy corta duracion, es decir, se puede recuperar en una
ventana temporal que va de segundos a minutos siendo muy fragil y facilmente modificable
(Eichenbaum, 2003). La MLP involucra informaciéon que se mantiene almacenada durante
dias, meses, anos e incluso toda la vida, siendo una memoria relativamente permanente
(Dudai, 2004).

Memoria
/\ y
Declarativa (Explicita) No Declarativa (Implicita)
Hechos —— Eventos Habilidades Priming Aprendizaje Aprendizaje
Habitos Asociativo No asociativo
Respuestas Musculatura
emocionales Esqueleto
Hipocampo, I6bulo Estriado, Neocorteza Amigdala Cerebelo Vias de los
temporal medial, Corteza motora, (Hipocampo) (Hipocampo) reflejos
Diencéfalo Cerebelo

Figura 1. Sistema de clasificacion de la memoria segun el tipo de informacién. Se muestra varias
estructuras que participan en la formacién de circuitos neuronales para la ejecuciéon de varias
conductas. Modificado de Squire, (1992).

En 1990, Miller y Pielzecker (Miller & Pilzecker, 1990) introdujeron el concepto de
consolidacién, que implica el proceso en el cual una MCP puede pasar a una MLP. Durante
la consolidacion se desencadena una serie de mecanismos moleculares, como la expresion

de genes y sintesis de proteinas de novo (Kandel, 2001).



Se ha descrito que durante la consolidacion se genera una progresiva estabilizacion
post-adquisicién de la informacion que lleva hacia el almacenamiento a largo plazo, que es
dependiente del tiempo y durante la cual la memoria es labil siendo susceptible de ser
alterada cuando se interfiere con la actividad cerebral, pudiéndose mejorar o inhibir la
formacion de la MLP (Dudai, 2004; McGaugh, 1966; Prado-Alcala, & Quirarte, 2007) (Fig. 2).

Consolidacion

Evocacion
¢ Evocacién
1]
O
£
Lo} ]
=
Tiempo

Figura 2. Representacion esquematica de la clasificacion temporal de la memoria. MCP: Memoria de
corto plazo; MLP: Memoria de largo plazo; también se muestran las diferentes etapas de la memoria
(adquisicién, consolidacién y evocacion). Modificada de Dudai, (2004).

Una vez que la memoria que ha sido consolidada, la unica forma de corroborar su
existencia es a traveés de un proceso conocido como evocacion. La evocacion es un proceso
complejo que implica la salida de la informacién almacenada y la rapida toma de decisiones
en donde el organismo debe extraer la informacion relacionada con el contexto actual y
ejecutar la conducta mas coherente con respecto a la experiencia previa (Tulving &
Thomson, 1973). La evocacion es un proceso cognitivo que convierte las memorias pasivas
a memorias activas y permite la modificacion de dicha informacién almacenada (Dudai,
2004).



La evocacion de la memoria puede inducir un proceso denominado extincion. La
extincién es una disminucion en la intensidad o frecuencia de la conducta aprendida debido a

la ausencia del reforzador (Bermudez-Rattoni & Prado-Alcala, 2001).

Se ha demostrado que la administracién de anisomicina (inhibidor de la sintesis de
proteinas) directamente en el hipocampo, 3, 4.5, o 6 horas después del entrenamiento en la
tarea de evitacion inhibitoria de un solo ensayo, interfiere con el proceso de consolidacion de
la memoria. Sin embargo, si la anisomicina se administra 7.5 horas después de la sesién de
adquisicién, no afecta la retencion de esta tarea. Estos resultados sugieren que el proceso de
consolidacion de la tarea de evitacion inhibitoria sigue ocurriendo hasta 6 horas después de

que los animales son entrenados (lgaz, Vianna, Medina, & Izquierdo, 2002) (Fig. 3).
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Figura 3. Administracion de anisomicina en el CA1 del hipocampo dorsal (80 pg por hemisferio)
(barras con lineas) o solucion salina (barras blancas) a diferentes tiempos después del entrenamiento
en la tarea de evitacion inhibitoria. Los datos estdn expresados en medianas con rangos
intercuartiles. Modificada de Igaz et al., (2002).



Durante las diferentes etapas de la memoria, principalmente la consolidacién y la
evocacion, se pueden producir cambios funcionales o estructurales relacionados con la
eficiencia sinaptica, lo cual incrementa la fuerza con la que se puede reproducir un patrén de
actividad en el sistema nervioso central derivado de la experiencia. De esta manera el

almacenamiento de la informacion es mas duradero, persistente y robusto.

2. Plasticidad sinaptica

Se puede definir a la plasticidad sinaptica como cambios en la eficiencia sinaptica que
permiten el fortalecimiento de las conexiones funcionales entre las neuronas (Lynch, 2004).
La plasticidad sinaptica ocurre a todos los niveles, desde las modificaciones en la
funcionalidad de un canal i6nico, hasta las caracteristicas morfolégicas de las neuronas,
como es el caso de los cambios estructurales en las conexiones sinapticas (dinamica
conformacional de espinas dendriticas). Estos cambios pueden persistir durante ventanas

temporales que van en el orden de milisegundos hasta afos.

Durante las diferentes etapas del procesamiento de la informacién, entre ellas, el
aprendizaje, la consolidaciéon y evocacion de la memoria pueden producir cambios en la
organizacion sinaptica, es decir, en la conectividad de diferentes neuronas en los ensambles

neuronales, a lo que se conoce como plasticidad estructural.

En el marco de la plasticidad estructural se han estudiado ampliamente diferentes
aspectos anatomicos como la densidad de botones presinapticos y postsinapticos. Ademas,
en el estudio de las espinas dendriticas, se ha tenido en cuenta varias de sus caracteristicas

como la morfologia, la densidad y la funcion.

2.1 Espinas dendriticas

Son pequenas protrusiones que emergen de las dendritas de muchas neuronas, que

corresponden unicamente a sinapsis excitatorias. Se han caracterizado por tener diversas
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longitudes y formas (Harris & Kater, 1994). Las espinas dendriticas son altamente
dinamicas, por lo tanto, son consideradas como un “hot site” de la plasticidad sinaptica (Fiala,
Spacek, & Harris, 2002; Sala & Segal, 2014). Las espinas juegan tres papeles esenciales en
el sistema nervioso central: (1) mantenimiento de la potenciacién a largo plazo, (2) regulacién

de la dinamica de calcio y (3) amplificacién de las sefiales sinapticas (Sala & Segal, 2014).

Una caracteristica de las sinapsis excitatorias es su alto nivel de variabilidad
estructural. Este fendmeno es regulado por la actividad neuronal, y el tamafio de la cabeza
de las espinas dendriticas se ha correlacionado con la fuerza sinaptica y la estabilidad de la

sinapsis a largo plazo (Holtmaat et al., 2005).
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Figura 4. Reconstruccion tridimensional de espinas dendriticas. A. Diferentes tipos de espinas
dendriticas: corta (1), larga (2), hongo (9-11) y ramificada (15). También se pueden observar formas
atipicas u otros tipos de espinas (3-8, 12-14). Modificada de Arellano, Benavides-Piccione, Defelipe y
Yuste (2007).

Las espinas dendriticas estan formadas por una cabeza esférica (-1 ym de diametro),
unidas a un cuello ( < 0.5 ym de diametro y > 0.5 ym de longitud) (Yuste, 2009). Las espinas

dendriticas tienen una gran variedad de formas, y en 1970 se les clasificé de acuerdo a su



morfologia en tres tipos esenciales: larga, corta y hongo (Peters & Kaiserman-Abramof,
1970).

Las espinas tipo larga se caracterizan por ser delgadas, cuello largo y cabeza
redondeada pequefa. Las espinas tipo hongo se definen con una gran cabeza, cuello corto y
muy delgado. Las espinas tipo corta se caracterizan por no tener una cabeza y cuello
definidos (Peters & Kaiserman-Abramof, 1970).

reportaron un nuevo tipo de espina, la ramificada, la cual se define por presentar una

En 2007, Arellano y colaboradores

bifurcacién cerca de la base del cuello y tener dos cabezas (Arellano, Benavides-Piccione,
Defelipe & Yuste, 2007) (Fig. 4). También se ha reportado las espinas dendriticas tipo multi-
cabeza, las cuales se caracterizan por tener tres o mas cabezas; este tipo de espina
dendritica han sido reportado en neuronas GABAérgicas como las neuronas Maritnotti de la
corteza (Yasuo Kawaguchi, Karube, & Kubota, 2006) y las neuronas medianas espinosas del

nucleo accumbens (Comery, Stamoudis, Irwin, & Greenough, 1996; Robinson y Kolb, 1997).

Como se mencion6é anteriormente hay caracteristicas propias de las espinas
dendriticas que pueden variar segun la morfologia. A continuacién se muestra las

dimensiones de los diferentes tipos de espinas dendriticas en la rata adulta (Tabla 1).

Dimensiones

Tipo de espina dendritica

Larga Hongo Corta

Area total (um?) 0.59+0.29 270+0.93 045+0.14

Area cabeza (um?2) 0.40+0.15 2.40+0.92 -
Area de PSD total (um?) 0.05+0.02 0.30+0.10 0.07 £0.02
Volumen total (um?3) 0.04+£0.02 0.29+0.13 0.03 +0.01
Longitud total (um) 0.98+042 150+0.25 0.44+0.15
Diametro del cuello (um) 0.10+£0.03 0.20+£0.07 0.32+0.13
Diametro de la dendrita (um)  0.62+0.26 0.81+0.24 0.78 +0.36

Tabla 1. Caracteristicas morfométricas de los principales tipos de espinas dendriticas: Larga, hongo,

corta. Modificado de Harris, Jensen y Tsao (1992).
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Las espinas dendriticas estan compuestas de varios subdominios especializados que
les permiten ejercer diferentes funciones en la transmision sinaptica. Inmediatamente
después de la membrana postsinaptica se encuentra una estructura engrosada con

apariencia de disco conocida como la densidad postsinaptica (PSD, Post-synaptic density).
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Figura 5. Componentes importantes de las espinas dendriticas. El glutamato es liberado de las
vesiculas presinapticas y los receptores AMPA y NMDA son agrupados en la zona activa
postsinaptica (densidad postsinaptica, en rosa). Mas alla de la PSD la membrana de la espina
dendritica contiene receptores a glutamato acoplados a proteinas G (mGIuR) y zonas de endocitosis
para el reciclamiento de proteinas de membrana. Los receptores se unen a las moléculas de
andamiaje como la PSD-95, la cual activa complejos de sefalizacion (reguladores de RhoGTPasas o
proteinas quinasas). Los filamentos de actina proveen la principal base estructural de la forma de la
espina dendritica. Modificado de Calabrese, Wilson y Halpain (2006).
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La PSD contiene numerosas proteinas, incluyendo receptores, canales ionicos,
proteinas de andamiaje, moléculas de sefalizacién enzimatica, elementos de citoesqueleto,
proteinas de endocitosis y exocitosis (Harris & Weinberg, 2012; Kennedy, 2000; Sheng &
Hoogenraad, 2007). El tamafio de la PSD se correlaciona positivamente con el numero de
vesiculas presinapticas (Harris & Stevens, 1988), con el numero de vesiculas ancladas, el
tamafo de la zona activa presinaptica (Schikorski y Stevens, 1999) y el numero de

receptores postsinapticos (Nusser, Cull-Candy, & Farrant, 1997) (Fig. 5).

Una gran cantidad de espinas también contiene poliribosmas, los cuales median la
sintesis de proteinas local (Bourne & Harris, 2007; Ostroff, Fiala, Allwardt, & Harris, 2002;
Steward & Schuman, 2001) asi como compartimentos endosomales, los cuales sirven como
centro de reciclaje local de receptores de membrana, que se lleva a cabo durante la
formacion o eliminacion de las espinas y en la plasticidad sinaptica relacionada con la
memoria (Cooney, Hurlburt, Selig, Harris, & Fiala, 2002; Park et al., 2006). Otro organelo
celular encontrado en las espinas dendriticas son los reticulos endoplasmicos rugosos, los
cuales estan involucrados con la regulacion de calcio intracelular almacenado en pequefios
reservorios. La elevacion de la concentracion de Ca*? en las espinas dendriticas da inicio a la
transduccion de senales bioquimicas que promueve la plasticidad sinaptica, incluyendo la

LTP (Long-term potentiation) o LTD (Long-term depression) (Malenka & Nicoll, 1993).

Con la técnica de microscopia electronica se ha observado que en las espinas
dendriticas hay una gran cantidad de filamentos de actina. La polimerizacién de la actina es
la responsable de la forma de la espina dendritica (Honkura, Matsuzaki, Noguchi, Ellis-
Davies, & Kasai, 2008). Asimismo, se ha encontrado una variedad de proteinas asociadas a
la actina, tales como la miosina, debrina, fodrina, espinofilina, neuroabin 1 y cortactina (Ethell
& Pasquale, 2005). La actina y sus moléculas asociadas podrian jugar un papel importante
en algunas funciones, como el transporte de proteinas y vesiculas, regulacion de la
morfologia de la espina y el anclaje de proteinas de membrana.

Las espinas dendriticas son compartimentos que contienen muchas proteinas,
ademas de las mencionadas anteriormente, también se encuentran las proteina de

citoesqueleto, como la proteina asociada a microtubulos (MAP2, microtubule-associated
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protein 2) (Caceres, Payne, Binder, & Steward, 1983); moléculas de adhesién como la N-
caderina, las integrinas (Tang, Hung, & Schuman, 1998) y la molécula de adhesion celular
neuronal (NCAM) (Persohn & Schachner, 1990); proteinas quinasas como quinasa
dependiente a calcio-calmodulina 2 (CaMKIl) (Kelly, McGuinness, & Greengard, 1984), la
proteina quinasa C (PKC) (Wolf, Burgess, Misra, & Sahyoun, 1986), fosfatasas como la
proteina fosfatasa 1 (PP1) (Ouimet, da Cruz e Silva, & Greengard, 1995); proteasas, canales
y receptores (Yuste & Bonhoeffer, 2001) (Fig. 5).

La densidad de espinas dendriticas se va estabilizando conforme ocurre la
maduracion del cerebro, es decir que durante el desarrollo y en la etapa neonatal, la
densidad de espinas dendriticas es alta y va disminuyendo conforme aumenta la edad. Sin
embargo, una vez que el individuo llega a su edad adulta la densidad de espinas dendriticas
se estabiliza. En el cerebro adulto se ha demostrado que hay una estrecha relacion entre la
morfologia de la espina y su funcién (Yuste, Majewska, & Holthoff, 2000).

Se ha propuesto que las espinas tipos larga y hongo estan relacionadas con
diferentes etapas del procesamiento de informacion como son el aprendizaje (Holtmaat et al.,
2005; Kasai, Matsuzaki, Noguchi, Yasumatsu, & Nakahara, 2003; Zuo, Yang, Kwon, & Gan,
2005) y la memoria (Bourne & Harris, 2008; Kasai et al., 2003). La funcién de las espinas tipo
corta se desconoce aun. No obstante, se ha hipotetizado que regulan la excitabilidad
neuronal (Gonzalez-Burgos, 2012) pues se ha visto que este tipo de espinas facilitan la
difusion de calcio a la dendrita (Hayashi & Majewska, 2005). Se ha observado que las
espinas tipos bifurcada y multi-cabeza son una forma de espina inmadura (Harris et al.,
1992; Peters & Kaiserman-Abramof, 1970), sin embargo, se ha sugerido que estos tipos de
espinas dendriticas podrian dar lugar a sinapsis mas eficientes, pues generan doble entrada
de informacién en la misma espina dendritica, ya que en cada cabeza pueden hacer contacto
sinaptico axones diferentes (Harris et al., 1992; Sorra & Harris, 1998; Trommald & Hulleberg,
1997).
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La morfologia y la densidad de las espinas dendriticas pueden variar en respuesta a
muchos factores, tales como la exposicibn a ambiente enriquecido, manipulaciones
farmacoldgicas, estatus hormonal, aprendizaje y memoria (Fiala et al., 2002; Yuste &
Bonhoeffer, 2001).
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Figura 6. Densidad de espinas dendriticas después de la tarea de evitacidn inhibitoria. A. Densidad
de espinas dendriticas en la capa molecular de las células granulares del giro dentado de rata adulta
después del entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria. El asterisco indica diferencias
significativas con respecto a los grupos 1y 72 horas. La barra con patrén de lineas indica la densidad
de espinas dendriticas en un grupo control. Modificado de O’Malley et al., (1998). B. Porcentaje de
cambio en la densidad de espinas dendriticas (normalizado con respecto al grupo bioterio)
encontradas en cada uno de los tres segmentos de la dendrita apical de neuronas de CA1 del
hipocampo dorsal, 24 h después de la sexta sesion de extincion de la tarea de evitacion inhibitoria.
Modificado de Garin-Aguilar et al., (2012).

Uno de los cambios estructurales que han sido propuestos como sustrato de la MLP
esta relacionado con un cambio en la densidad de espinas dendriticas (Horner, 1993). Hay
evidencia que muestra que el aprendizaje y la memoria inducen un aumento en la densidad
de espinas dendriticas en el hipocampo en una gran variedad de tareas conductuales tales
como el laberinto acuatico de Morris, el condicionamiento de miedo al contexto (Horner,

1993; Moser, Trommald, & Andersen, 1994; Rusakov et al., 1997) y la tarea de evitacion
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inhibitoria (O’Malley, O’Connell, & Regan, 1998). En este ultimo caso, la densidad de espinas
en las células granulares del giro dentado del hipocampo aumentd 6 horas después del
entrenamiento y regresé a niveles basales 72 horas después de la sesion de entrenamiento
(O’Malley et al., 1998) (Fig. 6A).

Durante la fase de extincion, en animales que fueron entrenados en la tarea de
evitacion inhibitoria con diferentes intensidades de choque eléctrico (1.0, 2.0 6 3.0 mA), se
encontré una disminucion en la densidad de espinas con respecto a aquellos animales que
no fueron entrenados o que recibieron una intensidad baja o moderada del estimulo aversivo
en todos los segmentos de la dendrita apical de las neuronas de CA1; sin embargo, aquellos
animales a los que se les administro la intensidad de choque eléctrico alta, no mostraron esa
disminucion. Lo cual muestra una resistencia a la poda de las espinas dendriticas. A su vez,
conductualmente se observd una mayor resistencia a la extincidn en las ratas entrenadas
con el choque mas alto, lo cual correlaciond con la persistencia de las espinas dendriticas en
la region distal de la dendrita apical de las neuronas de CA1 (Garin-Aguilar et al., 2012) (Fig.
6B).

También se ha observado un aumento en la densidad de espinas dendriticas en otras
estructuras cerebrales, como la corteza prefrontal medial durante la formacion de la memoria
reciente y remota en una tarea de condicionamiento de miedo al contexto (Aceti, Vetere,
Novembre, Restivo, & Ammassari-Teule, 2015; Restivo, Vetere, Bontempi, & Ammassari-
Teule, 2009), la amigdala basolateral después del condicionamiento del miedo y durante el
proceso de extincidén de dicha tarea (Heinrichs et al., 2013) y en las células de Purkinje de la
corteza del cerebelo durante un aprendizaje motor (Gonzalez-Tapia, Velazquez-Zamora,
Olvera-Cortes, & Gonzalez-Burgos, 2015). Sin embargo, se han publicado pocos trabajos
relacionados con algunas estructuras cerebrales como el estriado; es este caso, se ha
reportado cambios en la densidad de espinas dendriticas después de una experiencia de
ambiente enriquecido (Comery et al., 1996), administracion directa de anfetaminas (Robinson
& Kolb, 1997) y en enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson
(Toy et al., 2014).
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3. Estriado dorsal

El estriado, también conocido como caudado-putamen, es una regién cerebral que es
parte de los ganglios basales (Fig. 7A). Funcionalmente el estriado dorsal puede dividirse en

dos regiones: estriado dorsomedial y estriado dorsolateral.

Anatomicamente el estriado presenta una distribucion celular homogénea; las células
estriatales se dividen en tres grandes tipos: las neuronas medianas espinosas (MSNSs), las
interneuronas grandes sin espinas y las interneuronas medianas sin espinas (Kreitzer, 2009).
Las MSNs toman su nombre de su apariencia anatomica y representan > 90 % de las
neuronas del estriado. Con el uso de métodos de transporte axonal retrogrado se ha
reportado que las MSNs son las neuronas de proyeccion del estriado (Grofova, 1975).

Mientras que las neuronas restantes, es decir, las interneuronas distribuyen sus axones
Bl Cl
MSN é E FS
Estriado D. E. j
LTS TAN 20 um

Figura 7. A. Esquema de un corte coronal de cerebro de roedor en donde se muestra la localizacién
de la corteza, el estriado y el nucleo accumbens. En el hemisferio derecho se muestran en color
rosado los parches estriatales y en el hemisferio izquierdo se muestra la division de estriado en
estriado dorsomedial (EDM), dorsolateral (EDL) y nucleo accumbens. B. Neurona mediana espinosa
(MSNSs), C. Interneurona de disparo rapido (FS), D. Interneurona de disparo de umbral bajo (LTS), E.
Interneurona colinérgica (TAN). Modificado de Kreitzer, (2009).

localmente.
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El soma de las MSNs tiene un diametro de 12-20 um, presentan de 5 a 8
ramificaciones dendriticas de forma radial que poseen una alta densidad de espinas
dendriticas. Toda la neurona puede extenderse hasta ocupar un area de 200 pm
aproximadamente (Kawaguchi, Wilson, & Emson, 1990). Estas neuronas son GABAérgicas y
se pueden diferenciar en dos tipos: estriatonigrales (via directa) y estriatopalidales (via
indirecta) (Smith, Bevan, Shink, & Bolam, 1998).

Las interneuronas estriatales se clasifican en dos tipos, segun la neuroquimica: (1) las
interneuronas grandes sin espinas, las cuales utilizan acetilcolina como neurotransmisor, son
facilmente identificables por su gran tamafo, el soma tiene un diametro > 40 ym y son
acetilcolinesterasa positivas (Fibiger, 1982); (2) las interneuronas medianas sin espinas son
GABAérgicas (Yasuo Kawaguchi, Wilson, Augood, & Emson, 1995), expresan GADG67,
parvalbumina-positivas, somatostatina-positivas, neuropéptido Y, oOxido nitrico sintetasa

positivas y calretinina-positivas (Kreitzer, 2009).

Desde un punto de vista funcional, estos tipos de células también pueden clasificarse
en cuanto a sus patrones de disparo de potenciales de accidn. Las células parvalbumina-
positivas presentan tasas de disparo rapido de manera sostenida, por lo que también pueden
ser nombradas como interneuronas de disparo rapido (FS, por sus siglas en inglés). Mientras
que las somatostatina-positivas y las calretinina-positivas, tienen tasas de disparo menores,
son conocidas como interneuronas de umbral bajo (LTS) (Tepper & Bolam, 2004) (Figura
7B).

El estriado se organiza diferencialmente teniendo en cuenta marcadores
neuroquimicos, ciertos marcadores hacen visibles los parches diferenciados, mientras que
otros marcadores expresan una matriz que se encuentra rodeando a los parches
(Herkenham & Pert, 1981) (Figura 7A).

Los parches también denominados estriosomas, representan ~10% del volumen
estriatal, y se distinguen por una union densa del receptor uy-opioide, una alta actividad para

marcadores de sustancia P y una actividad escasa para marcadores colinérgicos como la
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acetilcolinesterasa (Dubé, Smith, & Bolam, 1988; Graybiel & Ragsdale, 1978; Herkenham &
Pert, 1981). Por su parte, la matriz es relativamente abundante en marcadores colinérgicos,
particularmente, acetilcolinesterasa y colina acetiltransferasa (ChAT), asi como la presencia
de una alta inmunoreactividad para calbindina y somatostatina (Gerfen, 1984; Gerfen,
Baimbridge & Miller, 1985; Graybiel, 1986; Graybiel & Ragsdale, 1978).
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Figura 7. Conectividad del estriado. En la izquierda se muestra un corte coronal del estriado de rata
en el que se muestra la divisién funcional basada en el criterio de conectividad. En la derecha se
muestra un esquema que muestra las aferencias y eferencias del estriado. Abreviaturas: ac, comisura
anterior; GPe, globo palido externo; GPi, globo palido interno; IL, nucleo interlaminar talamico; MD,
nucleo mediodorsal talamico; MEA, area medial extrapiramidal (tallo cerebral); SNpc, substancia nigra
pars compacta; SNpr, subtancia nigra pars reticulata; STN/NST, nucleo subtalamico; VA, nucleo
ventral anterior talamico; VL, nucleo ventral lateral talamico; i, via indirecta (lineas grises); d, via
directa (lineas verdes). Modificado de Voorn, Vanderschuren, Groenewegen, Robbins y Pennartz,
(2004) (izquierda); y de Shepherd (2013) (derecha).

En cuanto a su neuromodulacién, se sabe de la presencia de los sistemas de

neurotransmision de dopamina y acetilcolina, ambos asociados primariamente con la funcién
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normal de los ganglios basales: la actividad motora, los procesos emotivos y de memoria
(Schultz, 2007; Zhou et al., 2002).

A las neuronas medianas espinosas del estriado llegan aferencias provenientes de las
areas corticales sensoriales, motoras, premotoras, prefrontales y de diferentes nucleos
subtalamicos (White & McDonald, 2002); estas aferencias son glutamatérgicas. También
reciben aferencias dopaminérgicas provenientes de la substancia nigra pars compacta (Mink,
2003). Las aferencias limbico-corticales, talamo-estriatales y corticoestriatales se encuentran
organizadas topograficamente inervando las diferentes regiones funcionales del estriado. El
estriado dorsolateral (EDL) recibe informacion de las cortezas motora y somatosensorial. El
estriado dorsomedial recibe informacion de areas corticales asociativas, corteza prefrontal e
hipocampo dorsal (Featherstone & McDonald, 2005; Mcdonald, 1991).

Las MSNs GABAérgicas del estriado proyectan a través de dos vias: una via directa al
globo palido interno (GPi) y la substancia nigra pars reticulata (SNpr) conocida como la via
estriato-nigral y la via indirecta que tiene varios relevos incluyendo al globo palido externo,

nucleos subtalamicos, GPi y SNpr, esta via es conocida como la via estriato-palidal.

Histoquimicamente las MSNs estriatonigrales expresan altos niveles de receptores
dopaminérgicos D1 y receptores muscarinicos M4. En cambio, las MSNs estriato-palidales

tienen una alta expresion de receptores D2 y receptores a adenosina A2A.

3.1 Participacion del estriado dorsal en el aprendizaje y la memoria

Se ha propuesto que el estriado participa en diferentes tipos de aprendizaje con la
participacion de tres circuitos, (1) asociativo en el que participan regiones corticales de
asociacion como es el caso de la corteza prefrontal medial, la cual proyecta al estriado
dorsomedial; (2) sensorimotor en el que se involucran las cortezas sensoriales y motoras, las
cuales proyectan al estriado dorsolateral; (3) /imbico el cual implica regiones cerebrales
limbicas como la amigdala basolateral y el hipocampo, las cuales proyectan al estriado

ventral o nucleo accumbens (Yin & Knowlton, 2006).
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Como se ha mencionado previamente, en la consolidacion de la memoria participan
varias estructuras cerebrales que funcionan como nucleos de procesamiento para que la
informacion sea almacenada de forma eficiente. Numerosos estudios han demostrado que el
estriado esta intimamente involucrado en la adquisicion, consolidacion y evocacion de la
memoria de varias conductas condicionadas (Divac, Rosvold, & Szwarcbart, 1967; Prado-
Alcala, 1995; White & McDonald, 2002). En algunos reportes se ha asociado al estriado con
el aprendizaje de estimulo-respuesta. Experimentos de farmacologia conductual sefalan la
importancia de los neurotransmisores como dopamina, acetilcolina y GABA en el estriado en

las diferentes formas de plasticidad sinaptica como LTP y LTD (Packard & Knowlton, 2002).

El analisis de los efectos en la conducta provocados por lesiones puntuales en el
estriado sugieren la especializacion regional en el aprendizaje y en la toma de decisiones
(Wickens, Budd, Hyland, & Arbuthnott, 2007). El estriado dorsal es heterogéneo en su
funcién.

La region dorsolateral participa en la consolidacidon de asociaciones de estimulo-
respuesta y la adquisicion de habitos. Se ha reportado que la administracion local de un
antagonista a receptores NMDA bloquea el aprendizaje dirigido a un objetivo, sin embargo,
las lesiones excitotoxicas deterioran la formacién de habitos (Yin, Knowlton, & Balleine,
2004). La region dorsomedial modula la seleccion de estrategias de navegacion
dependientes del hipocampo, y ademas participa en la consolidacién de la memoria espacial
(Featherstone & McDonald, 2005).

El estriado dorsal se ha considerado selectivamente importante para la memoria no
declarativa como la memoria de procedimiento. En la tarea de evitacion inhibitoria el
procesamiento de la informacion adquirida tiene tres componentes que dependen de tres
estructuras, basicamente: el estriado, pues implica la asociacién de estimulos ambientales
con la respuesta motora; el hipocampo, pues la ubicacion del sujeto se establece mediante
claves espaciales; y la amigdala, ya que tiene un alto componente emocional pues se

establece mediante la aplicacion de un evento aversivo (McDonald & White, 1993).
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Por otro lado, se ha observado que la exposicién a un evento estresante, por ejemplo,
el entrenamiento en la tarea de evitacidon inhibitoria, se activa el eje hipotalamo-pituitario-
adrenal (HPA), se liberan diferentes hormonas del estrés, como la corticosterona en ratas y
cortisol en humanos. La corticosterona es producida por la corteza adrenal (de Kloet, Sibug,
Helmerhorst & Schmidt, 2005) y liberada al torrente sanguineo, atraviesa la barrera
hematoencefalica hasta llegar a diferentes estructuras cerebrales como el hipocampo, la

amigdala, la corteza y el estriado (Kroll et al., 2009).

La distribucion de los receptores a glucocorticoides (GR) es homogénea en todo el
estriado (Morimoto, Morita, Ozawa, Yokoyama, & Kawata, 1996) (Fig. 8A). La corticosterona
se une a su receptor en el citoplasma celular, el GR se activa siendo fosforilado en la serina
203, 211 0 226 (Ismaili & Garabedian, 2004) y a su vez sufre un cambio conformacional que
lo libera de las proteinas chaperonas a las que se encuentra unido en estado basal (Lu &
Cidlowski, 2006) y expone la region que contiene la sefial de localizacion nuclear permitiendo
la translocacion al nucleo mediada por la importina 7 y el heterodimero importina a-importina
B (Freedman & Yamamoto, 2004).
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Figura 8. A. Esquema representativo de la distribucion de los receptores a glucocorticoides en las
diferentes regiones cerebrales. Modificado de Morimoto et al., (1996) B. Efecto de la infusion de
corticosterona en el estriado dorsal después del entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria. Los
asteriscos muestran diferencias significativas con respecto al grupo vehiculo. Cx, corteza parietal.
Modificado de Medina et al., (2007).
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El GR fosforilado en la serina 211 se une al elemento responsivo a glucocorticoides
(GRE) en el ADN y actua como factor de transcripcion de algunos genes como el gen NFkB.
Se ha reportado que la subunidad p65 del NFkB regula positivamente la densidad de espinas
dendriticas en el hipocampo, ya que el NFKB regula directamente la expresiéon del gen PSD-
95 (Boersma et al., 2011).

Ademas de los efectos gendmicos descritos anteriormente, los glucocorticoides
también producen efectos no gendmicos. En ese caso la corticosterona entra al citoplasma
de la neurona, se une a su receptor (GR), liberandolo del complejo de proteinas chaperonas
como las hsp 90 y 70, asi como a tres quinasas (Src, Raf y Mek) que pertenecen a la via de
sefalizacion de MAPK (Pratt & Dittmar, 1998). El GR induce la activacion de la PKA, cAMP
(Roozendaal, Quirarte, & McGaugh, 2002) y MAPK (Revest et al., 2005), las cuales

participan en la cascada de sefializacion que inducen la formacion de espinas dendriticas.

El GR también se ha observado en las espinas dendriticas y en algunos casos en la
PSD (Post Synaptic Density), esto implica que puede estar participando en la modificacion de

forma de las espinas dendriticas de manera local (Ooishi et al., 2012).

La administracion de corticosterona en el estriado anterodorsal produce un efecto
dependiente de la dosis, es decir, si se administran dosis bajas de corticosterona se produce
un efecto facilitador en la consolidacion de la memoria de la tarea de evitacion inhibitoria
(Medina et al., 2007), pero si se administran dosis altas se produce deterioro en la evocacion

de la memoria de esa tarea (Medina et al., 2007) (Fig. 8B).

4. Estriado ventral: nlicleo accumbens

El nucleo accumbens (NAc) es una estructura basal localizada en direccién
ventrolateral al nucleo septal y ventromedial con respecto al caudado-putamen. EI NAc es

considerado el principal componente del estriado ventral. El NAc se divide en dos regiones,
22



el nucleo accumbens core (NAcC) y el nucleo accumbens shell (NAcS). EL NAcC se
encuentra ubicado en la region central y lateral del NAc. El NAcS se encuentra localizado en
la region medial y ventral del NAc (Setlow, 1997).

Las neuronas medianas espinosas son las neuronas de proyeccion del NAc, éstas
componen el principal tipo celular del nucleo accumbens, se encuentran organizadas tal y
como en el estriado dorsal. Las MSNs representan entre el 85 — 90 % de la poblacion celular
total del NAc (Tepper & Bolam, 2004). En esta regidn cerebral existen dos tipos de
interneuronas predominantemente, las GABAérgicas de disparo rapido y las colinérgicas

tonicas (Tepper & Bolam, 2004).

Las MSNs son el principal punto de convergencia de la informacion entrante al NAc,
estas células tienen un papel muy importante en la deteccion, integracion y trasmision de la

informacion relevante relacionada con la conducta del individuo.

Las MSNs tienen receptores ionotropicos (NMDA, AMPA y kainato) y metabotropicos a
glutamato (mGIuR5) (Testa, Standaert, Young, & Penney, 1994). Al igual que las MSNs del
estriado dorsal también presentan dos poblaciones que poseen receptores dopaminérgicos
D1 o D2. Ademas del glutamato, otros de los neurotrasmisores y neuromoduladores
importantes en esta estructura son GABA, dopamina, serotonina, acetilcolina,

endocannabinoides y opioides (Lu, Ghasemzadeh & Kalivas, 1997).

La mayoria de las fibras que llegan al NAc son glutamatérgicas que provienen de
areas corticales y limbicas tales como el subiculo, la formacion hipocampal, la amigdala
basolateral y la corteza prefrontal. Estas estructuras estan involucradas en aspectos
emocionales de la conducta. Otras fibras aferentes al NAc provienen de los nucleos
talamicos y de neuronas dopaminérgicas del area ventral tegmental (Heidbreder &

Groenewegen, 2003).

El NAc proyecta a varias regiones cerebrales. Las eferencias del NAcS llegan en gran
proporcion a areas hipotalamicas laterales, la amigdala y en poca proporcion al estriado
dorsal. EL NAcC proyecta principalmente a la region ventral del globo palido y a los nucleos

dopaminérgicos (Heidbreder & Groenewegen, 2003).
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4.1 Participacion del nicleo accumbens en el aprendizaje y la memoria

El NAc es una estructura que esta fuertemente asociada con funciones motoras,
aspectos emocionales y motivacionales de la conducta y algunos aspectos del aprendizaje y
la memoria (Cardinal, Parkinson, Hall, & Everitt, 2002; Groenewegen, 2007) y las adicciones
(Salgado y Kaplitt, 2015). También se ha reportado que el NAc participa en conductas
relacionadas con la recompensa, como la motivacion apetitiva (Sesack & Grace, 2010), y
asimismo participa en el proceso de informacion de miedo y estrés (Carlezon & Thomas,
2009).
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Figura 9. A. Esquema representativo de un corte coronal del cerebro de rata donde se muestra la
ubicacién anatémica del nucleo accumbens (NAc). Modificado de Paxinos y Watson, (2005). B.
Diagrama que sugiere el circuito reclutado para obtener la respuesta de evitacion, la cual depende de
que la conectividad entre la amigdala y NAc se encuentre intacta. NAccSh, Nucleo accumbens shell;
LA, amigdala lateral; BA, amigdala basal; Cel, corteza entorrinal lateral; CeM, corteza entorrinal
medial. Modificado de Ramirez, Moscarello, LeDoux y Sears, (2015).

Recientemente se ha observado que el NAc participa activamente en el procesamiento
de informacion del estimulo aversivo (Ramirez et al., 2015). Un estimulo aversivo
normalmente produce respuestas contrastantes, como congelamiento, escape o evitacion,
las cuales permiten que el sujeto tenga alguna influencia o control del impacto de la amenaza
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ambiental. La respuestas anteriormente mencionadas son procesadas en la amigdala lateral
y basal (Choi, Cain, & LeDoux, 2010), las proyecciones de la amigdala basal hacia el NAc

podria estar mediando la accion motivada de forma aversiva (Cain & LeDoux, 2007).

El silenciamiento de la actividad neuronal en el NAc interrumpe la conducta de
evocacion en una tarea de evitacion activa, lo cual sugiere que el aprendizaje de la conducta
de evitacion, como en el caso de la evitacion inhibitoria como de la evitacion activa requiere
que el circuito amigdala basal — nucleo accumbens se encuentre intacto (Ramirez et al.,
2015).

5. El entrenamiento incrementado produce un efecto protector de la memoria

El entrenamiento incrementado se refiere a la situacién en la que un individuo recibe
un mayor numero de sesiones de entrenamiento (sobreentrenamiento) o una mayor
intensidad de estimulacion aversiva (sobrerreforzamiento). El incremento del aprendizaje se
mide mediante la resistencia a la extincion.

La extincion es la reduccion de una respuesta condicionada cuando se omite el
reforzador o estimulo condicionado durante las pruebas de retencion. Entre mayor es la
fuerza del aprendizaje, mayor es la resistencia a la extincion, es decir, la respuesta
condicionada tardara mas tiempo en desaparecer (Garin-Aguilar et al., 2012).

Se ha observado que si un sujeto es expuesto a un proceso de entrenamiento
incrementado se genera un efecto protector de la memoria después de la exposicion a
tratamientos amnésicos durante la consolidacion (Prado-Alcala, Medina, Serafin Lopez, &
Quirarte, 2012).

La administracion de KCI, que produce una inactivaciéon reversible, directamente en el
nucleo caudado de gatos que fueron entrenados a presionar una palanca para obtener leche
como recompensa produjo amnesia en los grupos que fueron entrenados con un bajo
numero de sesiones de entrenamiento; sin embargo, en los animales que fueron entrenados
con un gran numero de sesiones se observd una retencion Optima equivalente al grupo

control (Prado-Alcala & Cobos-Zapiain, 1979).
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El bloqueo de los receptores colinérgicos en el estriado de ratas, inducido por la
administracion local de atropina unos minutos después del entrenamiento en la tarea de
evitacion inhibitoria, interfiere con la consolidacion de la memoria provocando amnesia. Sin
embargo, la administracion de un estimulo aversivo de intensidad relativamente alta durante
el entrenamiento produce una excelente retencion independientemente del bloqueo
colinérgico (Giordano & Prado-Alcala, 1986). Unos afios mas tarde se confirmé este efecto
(Diaz del Guante, Rivas-Arancibia, Quirarte, & Prado-Alcala, 1990).

La microinyeccion de lidocaina en el estriado dorsal inmediatamente después del
entrenamiento con baja intensidad de choque eléctrico en la tarea de evitacion inhibitoria
produjo un cuadro amneésico considerable en ratas; por otro lado, los animales entrenados
con una intensidad de choque relativamente alta tuvieron una excelente retencion de la
memoria (Pérez-Ruiz & Prado-Alcala, 1989; Salado-Castillo, 2011) (Fig. 10).

600 -

500 4

400 4

300 A

200 A1

100 4

Latencia de retencion (s)

—/

1.0 mA 2.0 mA 3.0 mA

Figura 10. Efecto de la administracion de lidocaina en el estriado anterodorsal, un minuto después
del entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria. Se muestra la mediana de la latencia de
retencién con rangos intercuartiles. Las barras blancas ejemplifican los grupos a los que se les
administré vehiculo y las barras grises muestran los grupos a los que se les administré lidocaina. El
asterisco muestra diferencias significativas vs el grupo vehiculo. Modificado de Salado-Castillo et al.,
(2011).
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Este mismo efecto protector producido por el sobreentrenamiento o
sobrerreforzamiento sobre la interferencia farmacoldgica durante la consolidacion de la
memoria también se ha observado con la administracion sistémica de escopolamina (Duran-
Arévalo, Cruz-Morales, & Prado-Alcala, 1990), p-cloranfetamina (Solana-Figueroa, Salado-
Castillo, Quirarte, Galindo, & Prado-Alcala, 2002) y cicloheximida (Diaz-Trujillo et al., 2009)
en la tarea de evitacion inhibitoria.

De igual forma, este fenomeno se ha observado aun después de la inactivacion de
diferentes estructuras cerebrales tales como el hipocampo (Garin-Aguilar et al., 2012;
Quiroz et al., 2003), la sustancia nigra (Cobos-Zapiain et al., 1996) y la amigdala (Parent,
Tomaz, & McGaugh, 1992) e incluso con la inactivacion simultanea de dos regiones:
amigdala-sustancia nigra, amigdala-estriado y sustancia nigra-estriado (Salado-Castillo et al.,
2011).

Estas evidencias sugieren que cuando la experiencia de entrenamiento es
incrementada, estas estructuras (y probablemente otras adicionales) participan en el
proceso de consolidacion; sin embargo, en estas circunstancias, ninguna estructura en
particular es esencial para el mantenimiento de este trazo mnemdnico. Posiblemente se
genera una activacion en paralelo de estas regiones, de tal forma que si una o dos de estas
estructuras cerebrales se ven alteradas en su funcionamiento, las otras areas reclutadas
mantienen este trazo de informacion fuertemente adquirida (Prado-Alcala et al., 2006).
Asimismo, ello podria sugerir que, ante una experiencia de entrenamiento incrementado, la
consolidacion de la memoria a nivel de sistemas se acelera, favoreciendo el reclutamiento e
interaccidon entre las diversas estructuras cerebrales implicadas en el mantenimiento de la

informacion de largo plazo.

Por otra parte, se ha planteado que, durante las etapas de la consolidaciéon y la
evocacion de la memoria, se desencadena una serie de mecanismos moleculares como
produccion de ARNm de novo, sintesis de proteinas de novo, y activacion de cascadas de
sefalizacion que pueden producir cambios estructurales en las neuronas de proyeccion de

las diferentes estructuras asociadas a la formacioén de la memoria.
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No obstante, actualmente se desconoce si el entrenamiento incrementado, el cual
produce el efecto protector de la memoria genera un cambio en la densidad o morfologia de
las espinas dendriticas durante la consolidacion y evocacion de una memoria de evitacion
inhibitoria.

En esta tesis fue importante evaluar los cambios estructurales en tres etapas de la
memoria, consolidacion, memoria a largo plazo y evocacién. A continuacién, se plantea la

pregunta de investigacion que dio origen a este trabajo:

¢.La consolidacion, la memoria de largo plazo y/o la evocacion de la memoria de
la tarea de evitacion inhibitoria, entrenada con un estimulo aversivo moderado e
incrementado, produciran cambios en la densidad y/o morfologia de las espinas

dendriticas en las neuronas de proyeccion del estriado dorsal y el nucleo accumbens?

Con el fin de responder esta pregunta, se platearon las siguientes hipotesis generales,
las cuales se muestran de una forma mas detallada en cada uno de los experimentos que se

explicaran mas adelante.

ll. HIPOTESIS GENERALES

1. La consolidacién de la memoria, la memoria de largo plazo y la evocacién de la memoria
de evitacion inhibitoria produciran un aumento en la densidad total de espinas dendriticas

en el estriado dorsal.

2. La consolidacion de la memoria, la memoria de largo plazo y la evocacion de la memoria
de evitacion inhibitoria produciran un aumento en la proporcion de espinas dendriticas

tipo hongo en el estriado dorsal.

3. La consolidaciéon de la memoria, la memoria de largo plazo y la evocacién de la memoria
de evitacion inhibitoria produciran un aumento en la densidad total de espinas dendriticas

en el nucleo accumbens.
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4. La consolidacion de la memoria, la memoria de largo plazo y la evocacion de la memoria
de evitacion inhibitoria produciran un aumento en la proporcion de espinas dendriticas

tipo hongo en el nucleo accumbens.

IV. OBJETIVO GENERAL

Determinar si la consolidacion de la memoria, la memoria de largo plazo y/o la
evocacion de la memoria de evitacion inhibitoria, entrenada con un estimulo aversivo
moderado o incrementado producira cambios en la densidad y/o morfologia de las espinas

dendriticas en las neuronas de proyeccion del estriado dorsal y el nucleo accumbens.

V. MATERIAL Y METODO GENERAL

Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo a los lineamientos bioéticos
del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México para el uso de
animales experimentales, siguiendo las normas estipuladas en la “Guide for care and use of
laboratory animals” del NIH (2011).

1. ANIMALES

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso entre 250 y 300 g, las cuales
fueron obtenidas en el bioterio del Instituto de Neurobiologia, UNAM. Los animales fueron
alojados en cajas individuales de acrilico (24 x 21 x 45 cm) con agua y comida ad libitum. Se
mantuvieron en un cuarto sono-amortiguado con temperatura controlada entre 22 - 24°C y en
un ciclo de luz/oscuridad de 12:00 horas (iniciando la luz a las 7:00 horas). Una vez que los
animales se habituaron al vivario del laboratorio, fueron manipulados durante 1 sesion diaria

de 5 minutos, en 3 dias consecutivos.
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2. TAREA DE EVITACION INHIBITORIA

2.1 Aparato

La camara de evitacion inhibitoria (El), esta compuesta por dos compartimentos del
mismo tamafio (30 cm x 30 cm x 30 cm) separados por una puerta deslizante. El
compartimento de seguridad esta iluminado por un foco de 10 watts colocado en la
tapa del compartimento y tiene una rejilla en el piso. El compartimento de castigo, de 30
cm de longitud, es oscuro y sus paredes laterales de acero inoxidable tienen forma de V, las
cuales llegan al piso del compartimento, estando separadas en este lugar por una distancia

de 1.5 cm (justo a la mitad del compartimento) (Fig. 11).

Figura 11. Camara de evitacién inhibitoria. A. Compartimento de seguridad (iluminado). B.
Compartimento de castigo (oscuro). C. Estimulador.

Estas laminas pueden electrificarse con un estimulador de pulsos cuadrados (Grass
Modelo No. S-48) acoplado a una unidad de corriente constante (Grass Modelo No.CCU-
1A). La duracién de la aplicacion de los estimulos, las latencias de entrada, escape y
retencion fueron medidas automaticamente con ayuda de una computadora. La camara

de evitacion inhibitoria esta ubicada en un cuarto sonoamortiguado.
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2.2 Entrenamiento

La rata fue colocada en el compartimento de seguridad, y 10 s después se abrid la
puerta deslizante; una vez que el animal pasé al compartimento de castigo se cerréo la
puerta y se administréo un choque eléctrico de 1.0 mA o0 3.0 mA durante 10 s. Transcurridos
5s después del inicio de la administracién del choque se abrié la puerta, permitiendo
al sujeto escapar al compartimento de seguridad en donde permanecio durante 30 s antes
de ser regresado a su caja-habitacidén. Se registré el tiempo transcurrido entre la colocacién
de la rata en el compartimento de seguridad y el momento en el que ingres6 al
compartimento de castigo (latencia de entrada), asi como el tiempo en que tardo en pasar del
compartimento de castigo al de seguridad durante la administracion del choque eléctrico

(latencia de escape).

2.3 Prueba de retenciodn

Las mediciones de la retencion fueron realizadas 6 h (consolidacion) o 24 h (memoria
de largo plazo) después del entrenamiento. Se registré el tiempo transcurrido entre la
apertura de la puerta y el momento en el que la rata pasé6 completamente al
compartimento de castigo (latencia de retencion). Las condiciones de la sesion de retencion
son las mismas que las descritas para la sesion de entrenamiento, excepto que no se
administro el choque eléctrico. Esta sesidn se dio por terminada una vez que la rata paso al

compartimento de castigo o transcurrieron 600 s.

2.4 Extincidén

La medicion de la extincién se inicio 24 h después del entrenamiento, siguiendo el
mismo procedimiento de la sesion de la prueba de retencion. Se realizaron 7 ensayos de

extincion por cada grupo experimental, una sesién por dia, en 7 dias consecutivos.
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3. ANALISIS HISTOLOGICO

3.1 Obtencion de tejidos cerebrales

Una vez terminado el procedimiento conductual las ratas fueron inyectadas con
sobredosis de pentobarbital soédico y fueron perfundidas intracardiacamente con solucion
salina al 0.9% (v/v). Los cerebros fueron removidos y colocados en la solucion Golgi-Cox
(Robinson & Kolb, 1997).

3.2 Tincion de Golgi-Cox

Los cerebros de las ratas fueron colocados en la solucion Golgi-Cox (esta solucion
contiene K2Cr207, HgCl2 y K2CrOas). El tejido cerebral se dejo en la oscuridad y a temperatura
ambiente por un periodo de 30 dias (con un cambio de solucién una vez transcurrida la
primera semana de incubacién). Pasado el tiempo, se elimind el exceso de la solucion y se
colocaron en una solucion de sacarosa al 30% (w/v) durante 3 dias. Posteriormente los
cerebros fueron cortados en un vibratomo. Se obtuvieron cortes coronales de 200 pm, los
cuales fueron colocados en portaobjetos gelatinizados (con gelatina al 4%) y fijados por
presion. Posteriormente, los portaobjetos que contienen los cortes fueron colocados en un
tren de revelado (en oscuridad), el cual inicia con una incubacién de hidréxido de amonio (30
min), un lavado con agua destilada (1 min), solucion fijadora Kodak (30 min), un lavado con
agua destilada (1 min), alcohol etilico al 70, 90 y 100% (10 min cada uno) y xileno (1 h).
Finalmente, se colocaron cubreobjetos sobre las preparaciones utilizando resina como medio
de montaje. Cada portaobjeto contuvo seis cortes cerebrales que incluyeron el estriado
dorsal y nucleo accumbens. A cada laminilla se le asigné un numero aleatorio con el fin de

hacer el analisis morfométrico en ciego.
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4. ANALISIS MORFOMETRICO

Para hacer el analisis morfolégico, de cada grupo se seleccionaron cuatro animales
que presentaron una latencia de retencion mayor al 85%. Se estudiaron neuronas medianas
espinosas del estriado dorsomedial y dorsolateral (anteroposterior 1.56 mm to 0.12 mm con
respecto a Bregma) y del nucleo accumbens core y shell (anteroposterior 1.92 mm to 0.72

mm con respecto a Bregma) (Paxinos & Watson, 2005) (Fig. 12).

Las MSNs estriatales reciben eferencias glutamatérgicas, serotoninérgicas,
dopaminérgicas y colinérgicas. Las aferencias glutamatérgicas corticales, talamicas y
limbicas promueven cambios en la densidad y modulan los cambios en la morfologia de las
espinas dendriticas en la region distal de las dendritas (Gerfen, 1988).

Las MSNs fueron identificadas por el tamafio del soma (diametro 11 a 20 ym), el
numero de ramificaciones dendriticas (> 5 ramificaciones) y su numerosa cantidad de
espinas. La cuantificacion de las espinas dendriticas se hizo en una sola dendrita secundaria
en cada neurona, en un segmento de 30 um, que se encuentra a una distancia de 130 ym

del soma. Estos criterios especificos permiten reducir la varianza de las mediciones.

Las espinas dendriticas fueron clasificadas en cinco diferentes tipos: larga (la longitud
del cuello es mayor que el diametro de cuello; el diametro de la cabeza y el cuello es similar),
hongo (el diametro de la cabeza es mucho mayor que el diametro del cuello), corta (el
didmetro del cuello es similar a la longitud total de la espina), bifurcada (espinas con dos
cabezas derivadas del mismo cuello) (Harris et al., 1992) y multi-cabeza (espinas con tres o
mas cabezas) (Comery, Shah, & Greenough, 1995; Robinson & Kolb, 1997) (Fig. 12).

En el andlisis se encontré un pequefio niumero de espinas dendriticas (< 10 %) que
no pertenecian a ninguna de las categorias anteriormente descritas. En ninguno de los
experimentos se encontraron diferencias significativas entre los grupos con respecto a este

tipo de espina, por lo que sus datos no fueron graficados.
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Figura 12. Analisis morfométrico. A. Corte coronal impregnado con la tincién Golgi-Cox. En los
recuadros se hace un acercamiento de una MSN representativa para cada una de las cuatro regiones
analizadas. B. Estriado dorsolateral; C. Estriado dorsomedial; D. Accumbens core y E. Accumbens
shell (40x, AN 0.8). Barra de escala 50 um. También se muestran microfotografias de diferentes tipos
de espinas que fueron analizadas: F. Larga; G. Hongo; H. Corta; I. Bifurcada y J. Multi-cabeza (100Xx,
1.25 AN). Barra de escala 2 pm.

El analisis morfométrico se realizé en un microscopio Leica, utilizando el objetivo de
100x (Plan-Apochromat, AN 1.25). La densidad total de las espinas dendriticas por region fue
expresada como el promedio de las espinas dendriticas encontradas en el segmento de 30
Mm en 10 neuronas por cada animal. Por otro lado, la cuantificacion de las espinas
dendriticas de acuerdo a su forma fue expresada como la proporciéon de la espina en
particular, es decir, el numero de espinas dendriticas de cada forma/namero total de espinas

dendriticas en el segmento de 30 uym. Este andlisis se hizo de esta manera con el fin de
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observar cambios potenciales en la dinamica de la formacion de las espinas dendriticas en

cada una de las condiciones experimentales.

5. ANALISIS ESTADISTICO

5.1 Conducta

Para el analisis de los resultados conductuales se utilizé estadistica no paramétrica,
debido a que las latencias de retencion no tienen una distribucion normal porque se
establecié un corte arbitrario de 600 s. Con la prueba de analisis de varianza de Kruskal-
Wallis se compararon, en forma independiente, las latencias de entrada, escape y retencion,
y en el caso en el que se encontraron diferencias significativas se utilizé la prueba de U de
Mann-Whitney para hacer comparaciones entre pares de grupos.

En el experimento en el cual se realizd la extincion de la tarea de evitacidn inhibitoria,
para cada grupo se utilizé una prueba de Friedman para analizar las latencias de retencion a
lo largo del tiempo, durante los siete ensayos evaluados. En el caso en el que se encontraron
diferencias significativas se utilizé la prueba de Wilcoxon para comparar dos ensayos entre si
en cada grupo. Con el fin de hacer comparaciones entre los tres grupos en cada sesion de
extincion se utilizé la prueba Kruskal-Wallis, y en el caso en el que se encontraron diferencias

significativas se utilizé la prueba U de Mann-Whitney para comparar entre pares de grupos.

5.2 Histologia

Con el fin de determinar las diferencias en la densidad de espinas dendriticas se
realizé un analisis de varianza (ANOVA) de una o dos vias segun sea el caso. También se
hizo el mismo analisis en los posibles cambios en la proporcién de los tipos de las espinas
dendriticas. En cada uno de los experimentos desarrollados se especifica el tipo de analisis
utilizado. Cuando el analisis de varianza fue significativo se utilizé el post-hoc de Bonferroni

para comparar los grupos experimentales.
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VI. EXPERIMENTO 1: Cambios estructurales producidos durante la consolidacion de la
memoria y la memoria de largo plazo de la tarea de evitacion inhibitoria moderada o

sobrerreforzada, en el estriado dorsal y nlcleo accumbens

1. Hipotesis

1.1 Habra un aumento en la densidad total de espinas dendriticas en las MSNs del estriado
dorsal durante la consolidacién de la memoria y/o memoria de largo plazo asociado al
sobrerreforzamiento en comparacién con el entrenamiento moderado en la tarea de evitacion

inhibitoria.

1.2 Habra un aumento en la proporcion de las espinas tipo hongo en las MSNs del
estriado dorsal durante la consolidacion de la memoria y/o memoria de largo plazo asociado
al sobrerreforzamiento en comparacion con el entrenamiento moderado en la tarea de

evitacion inhibitoria.

1.3 Habra un aumento en la densidad total de espinas dendriticas en las MSNs nucleo
accumbens durante la consolidacion de la memoria y/o memoria de largo plazo asociado al

estimulo aversivo en la tarea de evitacion inhibitoria.

1.4 Habra un aumento en la proporcion de las espinas tipo hongo en las MSNs del
estriado dorsal durante la consolidacion de la memoria y/o memoria de largo plazo asociado

al estimulo aversivo en la tarea de evitacion inhibitoria.
1.5 Habra una disminucién en la densidad total de las espinas dendriticas en las MSNs del

estriado dorsal observadas 24 horas en comparaciéon a aquellas observadas 6 horas

después del entrenamiento de la tarea de evitacion inhibitoria moderada y/o sobrerreforzada.
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1.6 Habra una disminucion en la densidad total de las espinas dendriticas en las MSNs del
nucleo accumbens observadas 24 horas en comparacién a aquellas observadas 6 horas

después del entrenamiento de la tarea de evitacion inhibitoria moderada y/o sobrerreforzada.

2. Objetivos

2.1 Evaluar si las intensidades de choque eléctrico administrados durante la tarea de

evitacion inhibitoria producen un aprendizaje moderado e incrementado.

2.2 Cuantificar la densidad total de las espinas dendriticas de las MSNs producidas en el
estriado dorsal durante la consolidacion de la memoria y la memoria de largo plazo en la

tarea de evitacion inhibitoria moderada y sobrerreforzada.

2.3 Cuantificar la densidad total de las espinas dendriticas de las MSNs producidas en el
nucleo accumbens durante la consolidacion de la memoria y la memoria de largo plazo en la

tarea de evitacion inhibitoria moderada y sobrerreforzada.

2.4 Calcular la proporcion de las espinas dendriticas tipo larga, corta, hongo, bifurcada y
multi-cabeza producidas en el estriado dorsal durante la consolidacion de la memoria y la

memoria de largo plazo en la tarea de evitacion inhibitoria moderada y sobrerreforzada.

2.5 Calcular la proporcion de las espinas dendriticas tipo larga, corta, hongo, bifurcada y
multi-cabeza producidas en el nucleo accumbens durante la consolidacién de la memoria y la

memoria de largo plazo en la tarea de evitacion inhibitoria moderada y sobrerreforzada.

3. Método y disefio experimental

Con el fin de determinar la intensidad de choque eléctrico que produzca un

entrenamiento moderado y un entrenamiento sobrerreforzado, se realiz6 un experimento
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para medir la resistencia a la extincién causada por el sobrerreforzamiento en la tarea de
evitacion inhibitoria.

Se utilizaron 30 ratas macho de la cepa wistar, las cuales fueron manipuladas durante
tres dias consecutivos, y 24 h después de la ultima manipulacion, fueron entrenadas en la
tarea de evitacion inhibitoria. Las ratas fueron asignadas de forma aleatoria a tres grupos
experimentales: en el primer grupo, las ratas fueron entrenadas sin choque eléctrico (0.0 mA;
n = 10), en el segundo grupo fueron entrenadas con un choque eléctrico moderado (1.0 mA,;
n = 10) y en el tercer grupo las ratas fueron entrenadas con un choque eléctrico alto (3.0 mA;
n = 10). La latencia de retencién fue evaluada 24 h después del entrenamiento y asi

sucesivamente durante siete dias consecutivos (Fig. 13).
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Figura 13. Linea temporal, en donde se especifica el orden y la temporalidad del experimento de
extincion.

En la segunda parte del experimento, en la cual se cuantificaron las espinas
dendriticas tanto en las MSNs del estriado dorsal como del nucleo accumbens durante la
consolidacion y la memoria a largo plazo, se utilizaron 72 ratas macho de la cepa wistar. Las
ratas fueron distribuidas en nueve grupos experimentales: Dos grupos de ratas fueron
entrenadas en la tarea de evitacion inhibitoria con un choque eléctrico de 1.0 (1.0 mA; n =
20) 0 3.0 mA (3.0 mA; n = 20); con el fin de tener un grupo que unicamente sea expuesto al
contexto, el tercer grupo fue entrenado sin administrarles choque eléctrico (0.0 mA; n = 20); a
el cuarto grupo se le administro la intensidad mas alta de choque eléctrico Unicamente en el
compartimento oscuro (Sch; n = 8), el choque de 3.0 mA fue administrado durante 5.6 s, este
tiempo es equivalente al tiempo que recibieron el choque el grupo entrenado con 3.0 mA.

La mitad de los animales de cada grupo fueron sometidos a la prueba de retencién 6 h
0 24 h después del entrenamiento e inmediatamente después fueron perfundidos (Fig. 14).
Por ultimo, el quinto grupo de ratas no fueron sometidos a ninguna experiencia, unicamente
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permanecieron en condiciones de bioterio (INT; n = 4) hasta el procedimiento de la perfusion,

el cual ocurrid en el mismo tiempo en el que se perfundieron los animales de los demas

grupos.
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Figura 14. Disefio experimental experimento 1. En la parte superior se muestra la linea temporal del
desarrollo del experimento, en donde se especifica el orden de cada una de las etapas del
experimento 1. En la parte inferior se observa el disefio experimental y n utilizada en cada uno de los
grupos experimentales.

Para el analisis histoldgico, se seleccionaron cuatro ratas de cada grupo experimental
(entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria con 1.0 mA o 3.0 mA); el criterio de seleccién
se baso en la ejecucion de la conducta de cada una de las ratas, y sélo se incluyeron ratas

con latencia de retencion superior a 500 s.

Los cerebros obtenidos fueron tefidos con la tincion Golgi-Cox; se hicieron cortes
coronales de 200 um de grosor y se visualizaron con un objetivo de 100x. Se analiz6 un total
de 1440 neuronas: 5 neuronas por hemisferio x 4 regiones cerebrales x 9 grupos
experimentales x 4 ratas por grupo. Se cuantificaron las espinas dendriticas tipos larga,
hongo, corta, bifurcada y multi-cabeza. Se calcul6 la densidad total de las espinas dendriticas
y la proporcion de cada tipo de espina dendritica el numero de espinas dendriticas de cada

forma/numero total de espinas dendriticas en el segmento de 30 pym.
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El analisis estadistico para la conducta se realiz6 como se describe en el METODO
GENERAL. Para el analisis estadistico de la densidad total y la proporcion de cada tipo de
espina dendritica, se utilizé una ANOVA de una via por cada intervalo temporal (6 h 0 24 h)
en donde se compararon los grupos INT, Sch, 0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA. También se utilizd
una ANOVA de dos vias con el fin de identificar diferencias significativas entre las 6 h y 24 h,

en cada uno de los grupos experimentales, excluyendo el grupo INT.

4. Resultados

4.1 Conducta

En la latencia de retencion medida durante la extincion de la tarea de evitacion
inhibitoria entrenada sin choque eléctrico (grupo 0.0 mA), la prueba de Friedman no mostro
diferencias significativas entre las siete sesiones (X? )= 5.014; p = 0.5420). Sin embargo, si
la tarea fue entrenada con el choque eléctrico de 1.0 mA (X2 ) = 55.254; p < 0.0001) o0 3.0
mA (X? e = 33.214; p < 0.0001), se encontraron diferencias significativas entre los siete
ensayos.

Cuando la tarea de evitacion inhibitoria fue entrenada con un choque eléctrico de 1.0
mA, la prueba de Wilcoxon muestra que el ensayo 1 (E1) es diferente al E2, E3, E4, E5,E6 y
E7 (p’s < 0.05 a < 0.001). Sin embargo, el E6 no difiere del E7 (p = 0.6465) (Fig. 15A). Si el
choque eléctrico utilizado fue el de 3.0 mA, no se encontraron diferencias significativas entre
el E1vylos E2, E3, E4, E5, pero si difiere del E6 (p = 0.0117) y E7 (p = 0.0051) (Fig. 15A).

La prueba Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas entre grupos en el E1 de
extincion (He) = 19.935, p < 0.0001). La U de Mann-Whitney revel6 diferencias significativas
entre los grupos 0.0 mA y 1.0 mA (p = 0.0002), de igual forma entre los grupos 0.0 mA 'y 3.0
mA (p = 0.0002), pero no hubo diferencias entre los grupos 1.0 mA 'y 3.0 mA (p = 0.2568). En
los E2, E3, E4, E5 y E6 todos los grupos experimentales difieren entre si (p’'s < 0.05 a <
0.001). En el ensayo de extincion 7, la Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas entre
grupos (He) = 22.338, p < 0.0001). La prueba U de Mann-Whitney mostré diferencias
significativas entre los grupos 0.0 mA y 3.0 mA (p = 0.0002), 1.0 mA y 3.0 mA (p = 0.0002);
pero no se encontraron diferencias entre los grupos 0.0 mA 'y 1.0 mA (p = 0.6960) (Fig. 15A).
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Estos resultados muestran una mayor resistencia a la extincion en los animales
entrenados con el choque eléctrico mas alto en comparacién con los animales entrenados
con el choque eléctrico bajo; este mismo fendmeno fue reportado previamente (Garin-Aguilar
et al., 2012). Con estos resultados se pudo comprobar que el choque eléctrico moderado es
el de 1.0 mA y el choque eléctrico incrementado es el de 3.0 mA. Estas dos intensidades de

choque eléctrico se utilizaron en los siguientes experimentos.
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Figura 15. Resultados conductuales en la tarea de evitacion inhibitoria. A. Latencia de retencion a lo
largo de las diferentes sesiones de extincion (Ext 1- Ext 7) en grupos entrenados con un choque de
0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA en la tarea de evitacion inhibitoria. En todas las sesiones de extincion las
latencias de retencion difieren entre grupos, excepto por los dos puntos en donde estan los circulos.
B. Latencia de entrada de grupos de ratas entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria. C. Latencia
de escape. D. Latencia de retencion evaluada 6 h (barras blancas) o 24 h (barras grises) después de
la sesion de entrenamiento. Todas las mediciones se muestran en medianas con rangos
intercuartiles. * p < 0.001, ** p < 0.0001 vs el grupo OmA-6 h. 2p < 0.001, @@ p < 0.0001 vs el grupo
OmA- 24 h. Tamafo de muestra, n = 10 por grupo.
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En el analisis conductual realizado a los animales de la segunda parte del experimento
la prueba Kruskal-Wallis mostr6 que no hay diferencias significativas en las latencias de
entrada al compartimento oscuro durante la adquisicion de la tarea entre los grupos que
recibieron 0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA (6 h, Hi) = 2.552, p = 0.2792 0 24 h, Hiz)= 0.6299, p =
0.7298) (Fig. 15B).

En las latencias de escape se encontraron diferencias significativas entre los grupos
que mas tarde fueron evaluados a las 6 h después del entrenamiento (Hi) = 19.56, p <
0.0001), la prueba U de Mann Whitney mostré que el grupo 0.0 mA tuvo latencias de escape
significativamente mayores que los grupos 1.0 mA (p = 0.0002) y 3.0 mA (p = 0.0002);
mientras que estos ultimos grupos no difieren estadisticamente entre si (p = 0.9612) (Fig.
15C). Los mismos resultados fueron encontrados cuando se compararon las latencias de
escape entre los animales que fueron probados 24 h después del entrenamiento (Hp) =
16.49, p = 0.0003). El grupo 0.0 mA difiere estadisticamente del grupo 1.0 mA (p < 0.001) y
3.0 mA (p < 0.001), pero no difieren entre si los grupos 1.0 mA y 3.0 mA (Fig. 15C).

Estas diferencias significativas encontradas entre los animales que fueron entrenados
en ausencia del choque eléctrico y aquellos que fueron estimulados con 1.0 mA y 3.0 mA, se
deben a que los animales que recibieron choque eléctrico durante el entrenamiento estaban
motivados a escapar del compartimento en el que se les administraba el estimulo aversivo
hacia el compartimento de seguridad.

En la prueba de retencion evaluada 6 h (Hi) = 24.03, p < 0.0001) 0 24 h (Hi2) = 26.02,
p < 0.0001) después del entrenamiento se encontraron diferencias significativas entre los
grupos. Cuando la prueba de retencion fue ejecutada 6 h después del entrenamiento, la
prueba U de Mann-Whitney mostré que las latencias de retenciéon del grupo 0.0 mA fue
significativamente menor en comparacion con los grupos con los grupos 1.0 mA (p < 0.0001)
y 3.0 mA (p < 0.0001); sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos 1.0 mA 'y 3.0 mA (p = 0.350) (Fig. 15D).

Resultados similares fueron encontrados cuando se hicieron las comparaciones en las
latencias de retencion evaluada 24 h después del entrenamiento (He) = 26.02, p < 0.0001). El
grupo 0.0 mA difiere de los grupos 1.0 mA (p < 0.0001) y 3.0 mA (p < 0.0001). El grupo 1.0

mA no es estadisticamente diferente del grupo 3.0 mA (Fig. 15D).
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Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los animales que evocaron la
memoria de evitacion inhibitoria 6 h 0 24 h después del entrenamiento, cuando fueron
entrenados sin choque eléctrico (0.0 mA) (p = 0.7913), con choque eléctrico de 1.0 mA (p =
0.1012) 0 3.0 mA (p > 0.9999) (Fig. 15D).

4.2 Densidad total de espinas dendriticas de las MSNs del estriado dorsal y nucleo

accumbens

En la figura 12 se muestra un ejemplo del estriado dorsal (dorsolateral y dorsomedial)
y ventral (nucleo accumbens core y shell) tefidos con la técnica Golgi-Cox; cada region tiene
un acercamiento en el que se muestra una neurona mediana espinosa representativa;
también se muestra los diferentes tipos de espinas dendriticas que fueron cuantificados
(larga, hongo, corta, bifurcada y multi-cabeza).

Con el fin de determinar si la poblacién de espinas dendriticas en condiciones basales
fue diferente entre las diferentes regiones del estriado, se hizo un analisis de la densidad de
espinas en el EDL, EDM, NAcC y NAcS en el grupo intacto. El analisis de varianza muestra
que hubo diferencias significativas entre las cuatro regiones (F@,15 = 5.62, p < 0.05). La
prueba post-hoc de Bonferroni mostré que el NAcC tiene una densidad de espinas
dendriticas significativamente mayor (18.84 + 2.26) que NAcS (15.56 + 0.67), EDM (15.13 +
1.44) y el EDL (14.95 0 + 1.38) (p < 0.05 en cada comparacion). Sin embargo, no hay
diferencias significativas entre las tres ultimas regiones. El resultado encontrado, que la
densidad de espinas dendriticas en el NAcC fue mayor que la densidad de espinas
dendriticas en el NAcS fue reportado previamente (Meredith, Agolia, Arts, Groenewegen y
Zahm, 1992).

4.2.1 Estriado dorsolateral

Los cambios en la densidad de espinas dendriticas durante la consolidacion (6 h;
ANOVA, F@4,15 = 18.206, p < 0.0001) en las MSNs fueron significativamente diferentes entre
grupos. El post-hoc de Bonferroni mostré que el grupo intacto no difiere del grupo solo

choque (p > 0.05). El grupo intacto fue significativamente menor que los grupos 0.0 mA (p =
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0.0314), 1.0 mA (p = 0.0030) y 3.0 mA (p < 0.0001); el grupo solo choque tuvo menor
cantidad de espinas dendriticas que los grupos 0.0 mA (p < 0.05), 1.0 mA (p < 0.005) y 3.0
mA (p < 0.0001). El grupo 0.0 mA no difiere del grupo 1.0 mA (p = 0.3298), pero el grupo 0.0
mA y 1.0 mA tiene una menor densidad de espinas que el grupo 3.0 mA (p < 0.0001 para
cada comparacion) (Fig. 16A).

También se encontraron diferencias significativas en la densidad de las espinas
dendriticas 24 horas después del entrenamiento (ANOVA, F@4,15) = 7.676, p = 0.0014). No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos intacto y solo choque (p = 0.4355). El
grupo intacto tiene menor densidad de espinas dendriticas que los grupos 0.0 mA (p =
0.0410), 1.0 mA (p = 0.0056) y 3.0 mA (p < 0.0001). El grupo solo choque, 0.0 mA, 1.0 mA no
difieren entre ellos; pero tienen menor densidad de espinas que el grupo 3.0 mA (p’s <
0.0005, 0.01 y 0.05 respectivamente) (Fig. 16A).

El analisis de varianza ANOVA de dos vias (grupo x intervalo de retencién) muestra

que no hay una interaccion significativa entre las dos variables (F3,24) = 0.09, p = 0.97).

4.2.2 Estriado dorsomedial

Se encontraron cambios significativos en la densidad de espinas dendriticas durante la
etapa de la consolidacién de la memoria, es decir, 6 h después del entrenamiento de la tarea
de evitacion inhibitoria (F@4,15) = 21.120, p < 0.0001). La prueba post-hoc Bonferroni revela
que el grupo intacto no difiere del grupo solo choque (p = 0.2973). Por otro lado, los grupos
0.0 mA (p = 0.0334), 1.0 mA (p = 0.0006) y 3.0 mA (p < 0.0001) muestran un incremento
significativo en la densidad de espinas dendriticas en comparacién con el grupo intacto. El
grupo 3.0 mA tiene una densidad de espinas mayor que los grupos solo choque (p < 0.0001),
0.0 mA (p < 0.0001) y 1.0 mA (p = 0.0014). EI grupo 1.0 mA tiene una mayor densidad de
espinas que el grupo solo choque (p < 0.05) (Fig. 16B).

También se encontré un patrén similar en los cambios en la densidad de las espinas
dendriticas, 24 h después del entrenamiento (memoria de largo plazo) (Fu4,15 = 15.93, p <
0.0001). El post-hoc de Bonferrroni mostré que el grupo intacto no es diferente del grupo solo
choque (p = 0.3414), mientras en los grupos 0.0 mA (p = 0.0272), 1.0 mA (p = 0.0002) y 3.0

mA (p < 0.0001) se observdé un incremento significativo en la densidad de espinas en
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comparacién con el grupo intacto. El grupo entrenado con el choque eléctrico de 3.0 mA
tiene una mayor densidad de espinas que el grupo solo choque (p < 0.0001) y 0.0 mA (p =
0.0005).

El analisis de varianza ANOVA de dos vias (grupo x intervalo de retencion) muestra
que no hay una interaccion significativa entre las dos variables (F@324) = 1.73, p = 0.19)
indicando que no hay diferencias entre 6 h y 24 en ninguna de las condiciones

experimentales (Fig. 16B).
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Figura 16. Densidad total de espinas dendriticas en el estriado dorsal y ventral observadas durante la
consolidacion (6 h; barras grises) y la memoria de largo plazo (24 h; barras negras). A. Estriado
dorsolateral; B. Estriado dorsomedial; C. Nucleo accumbens core; D. Nucleo accumbens shell. INT,
intacto (barras blancas); Sch, Solo choque de 3.0 mA; OmA, 1TmA y 3mA, grupos entrenados con
choque eléctrico de 0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA respectivamente. * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.0001
vs INT. Cada barra representa el promedio + error estandar de 40 MSNs, obtenidas de cuatro ratas
en cada condicion.
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4.2.3 Nucleo accumbens core

Hay diferencias significativas en la densidad de espinas dendriticas en el intervalo de
retencion de 6 h (Fu4.15 = 5.49, p < 0.01). La prueba de Bonferroni muestra que la densidad
de espinas en el grupo 3.0 mA fue significativamente mayor que los grupos intacto (p =
0.0011), solo choque (p = 0.0095), 0.0 mA (p = 0.0010) y 1.0 mA (p = 0.0089).
Comparaciones estadisticas entre los grupos restantes no fueron significativas (Fig. 16C).

Los cambios en la densidad total de espinas en la memoria de largo plazo evaluada a
las 24 h no fue estadisticamente significativas (F@,15y= 1.61, p = 0.22) (Fig. 16C).

LA ANOVA de dos vias (grupo x intervalo de retencion), muestra que no hay
diferencias significativas entre estas dos variables en ninguno de los grupos experimentales
(F3.24y = 1.56, p = 0.23) (Fig. 16C).

4.2.4 NlUcleo accumbens shell

La densidad de espinas dendriticas cambié significativamente entre los grupos durante
la consolidacién de la memoria (F@,15) = 14.65, p < 0.0001). No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos intacto y 0.0 mA (p = 0.1476); pero el grupo intacto tuvo una
menor densidad de espinas que los grupos solo choque (p = 0.0337), 1.0 mA (p = 0.0014) y
3.0 mA (p < 0.0001); el grupo solo choque tiene menor densidad de espinas que el grupo 3.0
mA (p < 0.0001), 0.0 mA tuvo menor densidad de espinas que 1.0 mA (p = 0.0301) y 3.0 mA
(p < 0.0001); el grupo 3.0 mA tuvo mas espinas que 1.0 mA (p = 0.0062). Por ultimo, las
comparaciones entre los grupos solo choque y 0.0 mA (p = 0.4302), y entre solo choque y
1.0 mA (p = 0.1340) no presentaron diferencias significativas (Fig. 16D).

En el intervalo de retencion 24 h, la ANOVA también mostré diferencias significativas
entre grupos (Fw4,15) = 8.38, p < 0.001). La prueba post-hoc muestra que el grupo intacto no
difiere del grupo solo choque (p = 0.2110) y 0.0 mA (p = 0.1105); pero presentd6 menor
densidad de espinas que 1.0 mA (p = 0.0012) y 3.0 mA (p = 0.0002); el grupo solo choque
presentd un menor numero de espinas que los grupos 1.0 mA (p = 0.0168) y 3.0 mA (p =

0.0002), pero no con respecto a 0.0 mA (p = 0.7025); el grupo 0.0 mA tuvo menos espinas
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que 1.0 mA (p = 0.0362) y 3.0 mA (p = 0.0048). Los grupos 1.0 mA y 3.0 mA no difieren entre
ellos (p = 0.3312) (Fig. 16D).
La interaccion entre las variables grupo x intervalo de retencibn no fue

estadisticamente significativa (F(s,24) = 0.71, p = 0.56) (Fig. 16D).

4.3 Morfologia de las espinas dendriticas de las MSNs del estriado dorsal y nucleo
accumbens

A continuacion se describen los resultados obtenidos por tipo de espina dendritica en

cada una de las regiones del estriado dorsal y ventral.

4.3.1 Estriado dorsolateral

4.3.1.1 Espinas dendriticas tipo larga en el estriado dorsolateral

Se encontraron diferencias significativas en la proporcion de espinas dendriticas tipo
larga durante la consolidacion (6 h) entre los grupos (Fa,15 = 8.77, p < 0.001). El post-hoc de
Bonferroni mostré que el grupo intacto no es diferente significativamente del grupo solo
choque (p = 0.2598) y 0.0 mA (p = 0.1793); el grupo intacto tuvo una mayor proporcion de
espinas tipo larga que 1.0 mA (p = 0.0090) y 3.0 mA (p = 0.0013). EI grupo 0.0 mA no fue
significativamente diferente de 1.0 mA (p = 0.0803), pero si tuvo una mayor proporcion de
espinas tipo larga que 3.0 mA (p = 0.0075). Los grupos 1.0 mA y 3.0 mA no difieren entre
ellos (p = 0.1164) (Fig. 17A).

Cuando la proporcion de espinas tipo larga fue analizada en el intervalo de 24 h se
encontraron diferencias significativas entre grupos (Fu15 = 19.47, p < 0.0001).
Comparaciones entre pares de grupos revelaron que el grupo intacto no fue diferente del
grupo solo choque (p = 0.3261), el grupo intacto difiere de los grupos 0.0 mA (p = 0.0017),
1.0 mA (p = 0.0038) y 3.0 mA (p < 0.0001); de igual forma el grupo solo choque también
difiere de los grupos 0.0 mA (p = 0.0005), 1.0 mA (p = 0.0003) y 3.0 mA (p < 0.0001). EI
grupo 0.0 mA no es diferente de 1.0 mA (p = 0.8093), pero tiene una mayor proporcion de
espinas tipo larga que 3.0 mA (p = 0.0283). Los grupos 1.0 mA y 3.0 mA (p = 0.1164) no

difieren entre ellos (Fig. 17A).
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El analisis de varianza ANOVA de dos vias indicé que la interaccion entre las variables

grupo x intervalo de retencion no fue significativa (F3,24) = 0.40, p = 0.75) (Fig. 17A).

4.3.1.2 Espinas dendriticas tipo hongo en el estriado dorsolateral

Los resultados del analisis ANOVA indicaron que hay diferencias significativas entre
grupos durante la consolidacion de la memoria (6 h; Fu15 = 43.83, p < 0.0001).
Comparaciones entre pares de grupos mostraron que el grupo intacto no es diferente del
grupo solo choque (p = 0.5537). El grupo intacto tiene menor proporcion de las espinas tipo
hongo que los grupos 0.0 mA (p = 0.0378), 1.0 mA (p = 0.0001) y 3.0 mA (p < 0.0001). De
igual forma el grupo solo choque tiene menor proporcion de este tipo de espinas que los
grupos 0.0 mA (p = 0.0097), 1.0 mA (p < 0.0001) y 3.0 mA (p < 0.0001). EI grupo 0.0 mA
tiene una menor proporcién de espinas tipo hongo que 1.0 mA (p = 0.0294) y 3.0 mA (p =
0.0006). EI grupo 3.0 mA tiene una mayor proporcion de espinas tipo larga que 1.0 mA (p =
0.0202) (Fig. 17B).

En el intervalo de 24 h, se encontraron diferencias significativas entre los grupos
analizados (F@4,15 = 8.91, p < 0.001). El grupo intacto y solo choque no difieren entre si (p =
0.9076). El grupo intacto tiene una menor proporcion de espinas tipo hongo que los grupos
0.0 mA (p = 0.0002), 1.0 mA (p = 0.0002) y 3.0 mA (p < 0.0001). De igual forma el grupo solo
choque tiene una baja proporcion de este tipo de espinas en comparacion con los grupos 0.0
mA (p < 0.0001), 1.0 mA (p < 0.0001) y 3.0 mA (p < 0.0001). Finalmente, los grupos 0.0 mA,
1.0 mA y 3.0 mA no difieren estadisticamente entre ellos mismos (Fig. 17B).

El analisis ANOVA de dos vias muestra la interaccidon grupo x intervalo de retenciéon no

es significativa en ninguno de los grupos experimentales (F324) = 1.77, p = 0.18) (Fig. 17B).

4.3.1.3 Espinas dendriticas tipo corta en el estriado dorsolateral

No se encontraron diferencias significativas en la proporciéon de las espinas tipo corta
durante la consolidacién (6 h; Fa,15 = 1.02, p = 0.43), ni en la memoria de largo plazo (24 h;
Fua15 =2.21, p = 0.12) (Fig. 17C). EI ANOVA de dos vias mostré que no hay una interaccion
significativa entre los factores grupo x intervalo de retencion en cada uno de los grupos

experimentales (F3,24) = 1.29, p = 0.30) (Fig. 17C).
48



>
w

0.6 - 0.6
__ 051 l — 0.5
(1] e -.CE
5 0.4 0 04-
= — *RK gene
~ 0.3 - S 0.3
© [@)]
©0.2] c 0.2
© Q
o ' NI F
0.0JL_ 0.0 Ej ==
INT 6h 24h 6h 24h 6h 24h 6h 24h INT 6h 24h 6h 24h 6h 24h 6h 24h
Sch OmA 1mA 3mA Sch OmA 1mA 3mA
C D aa
0.6- 0.05- T
_ 0.5 g 0.04-
204l =
o 0.4 = 0.03; *%
“EE 0.3 8 0.02. .
5 0.21 o
O9 1l £ 0.01
| “ ]
=
0.0 INT 6h 24h 6h 24h 6h 24h 6h 24h 0.00- INT 6h 24h 6h 24h 6h 24h 6h 24h
Sch OmA 1mA 3mA Sch OmA 1mA 3mA
— 0.054
o
2 0.041
© 0.03
3
S 0.02-
2 a a * %
= 0.00A P - i

INT 6h 24h 6h 24h 6h 24h 6h 24h
Sch OmA 1TmA 3mA

Figura 17. Tipos de espinas dendriticas en el estriado dorsolateral. A. Larga; B. Hongo; C. Corta; D.
Bifurcada; E. Multi-cabeza observadas durante la consolidacion (6 h; barras grises) y la memoria de
largo plazo (24 h; barras negras). INT, intacto (barras blancas); Sch, Solo choque de 3.0 mA; OmA,
1mA y 3mA, grupos entrenados con choque eléctrico de 0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA respectivamente. *
p < 0.05, * p <0.01, *™ p < 0.0001 vs INT; ?p < 0.05, #p < 0.01 entre grupos. Notar las diferentes
escalas en las graficas. Cada barra representa promedio * error estandar de 40 MSNs, obtenidas de
cuatro ratas en cada condicion.
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4.3.1.4 Espinas dendriticas tipo bifurcada en el estriado dorsolateral

ElI ANOVA de una via mostré diferencias significativas en la proporcion de espinas
dendriticas tipo bifurcada durante la consolidacion entre los grupos experimentales (F(4,15) =
5456, p < 0.0001). El grupo intacto, solo choque y 0.0 mA no son diferentes
estadisticamente entre ellos. Sin embargo, si es diferente de los grupos 1.0 mA (p = 0.0402)
y 3.0 mA (p < 0.0001). El grupo solo choque también difiere de 1.0 mA (p = 0.0038) y 3.0 mA
(p < 0.0001). El grupo 0.0 mA es diferente de los grupos 1.0 mA (p = 0.0259) y 3.0 mA (p <
0.0001). El grupo 3.0 mA tiene una mayor proporcion de espinas tipo bifurcada que 1.0 mA (p
< 0.0001) (Fig. 17D).

También se encontraron diferencias significativas en la proporcion de espinas tipo
bifurcada en la memoria de largo plazo en los diferentes grupos experimentales (Fa,15) =
3.431, p < 0.001). EI grupo 3.0 mA es diferente estadisticamente de los grupos intacto (p =
0.0002), solo choque (p = 0.0106), 0.0 mA (p = 0.0019) y 1.0 mA (p = 0.0170). Los demas
grupos no difieren entre si (Fig. 17D).

El analisis ANOVA de dos vias mostré que hay una interaccion significativa entre los
factores grupo x intervalo de retencion (F,24) = 3.04, p < 0.05). El post-hoc muestra que hay
una mayor densidad de espinas tipo bifurcada en el grupo 3.0 mA, en el intervalo de 6 h con
respecto a las 24 h (p < 0.05) (Fig. 17D).

4.3.1.5 Espinas dendriticas tipo multi-cabeza en el estriado dorsolateral

Se encontraron diferencias significativas en la proporcion de espinas tipo multi-cabeza
durante la consolidacion (Fu4,15 = 2.956, p = 0.0020). El post-hoc mostré6 que las unicas
diferencias significativas se encontraron en el grupo 3.0 mA con respecto a los grupos intacto
(p = 0.0045), solo choque (p = 0.0002), 0.0 mA (p = 0.0002) y 1.0 mA (p = 0.0002) (Fig. 17E).

Cuando la proporcion de espinas tipo multi-cabeza fueron analizadas en el intervalo de
24 h, se encontraron diferencias significativas entre grupos (F@4,15) = 1.348, p = 0.0461). La
proporcion de este tipo de espinas dendriticas en el grupo intacto no difiere con respecto al
grupo solo choque (p > 0.05). Sin embargo, el grupo intacto tiene una menor proporcion de
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espinas bifurcadas que los grupos 0.0 mA (p < 0.05), 1.0 mA (p < 0.05) y 3.0 mA (p <
0.0062). De igual manera el grupo solo choque también tiene una menor proporcion de estas
espinas que los grupos 0.0 mA (p < 0.05), 1.0 mA (p < 0.05) y 3.0 mA (p = 0.0004). EI grupo
0.0 mA no es estadisticamente diferente de 1.0 mA (p > 0.05) y 3.0 mA (p > 0.05). El grupo
3.0 mA tiene una mayor proporcion de espinas bifurcadas que 1.0 mA (0.0488) (Fig. 17E).

El ANOVA de dos vias indica que existe una interaccion significativa entre los grupos y
el intervalo de retencion (F@s24) = 3.72, p < 0.05), lo que implica que hay un incremento en la
proporcion de espinas bifurcadas en el intervalo de 24 h en comparacion con el intervalo de 6
h en los grupos 0.0 mA (p < 0.05)y 1.0 mA (p < 0.05) (Fig. 17E).

4.3.1.6 Espinas dendriticas no clasificadas en el estriado dorsolateral

Las espinas dendriticas que no pudieron ser clasificadas en las cinco categorias
anteriormente descritas, fueron agrupadas como espinas no clasificadas. No se encontraron
diferencias significativas en la proporcion de estas espinas dendriticas durante la
consolidacion (Fa,15 = 0.412, p = 0.7974), ni en la memoria a largo plazo (F@,15 = 0.677, p =
0.6184).

4.3.2 Estriado dorsomedial

4.3.2.1 Espinas dendriticas tipo larga en el estriado dorsomedial

Se encontraron diferencias significativas en la proporcidn de espinas dendriticas tipo
larga durante la consolidacién (6 h) entre los grupos (F@4,15) = 18.88, p < 0.0001). El post-hoc
de Bonferroni mostré que el grupo intacto no es diferente significativamente del grupo solo
choque (p = 0.0708); el grupo intacto tuvo una mayor proporcién de espinas tipo larga que
los grupos 0.0 mA (p = 0.0491), 1.0 mA (p < 0.0001) y 3.0 mA (p < 0.0001). EIl grupo 0.0 mA
tiene una mayor proporcion de estas espinas que 1.0 mA (p = 0.0056) y 3.0 mA (p = 0.0004).
Los grupos 1.0 mA y 3.0 mA no difieren entre ellos (p = 0.2321) (Fig. 18A).

Cuando la proporcion de espinas tipo larga fue analizada en el intervalo de 24 h se

encontraron diferencias significativas entre grupos (Fu15 = 43.72, p < 0.0001).
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Comparaciones entre pares de grupos revelaron que el grupo intacto no fue diferente del
grupo solo choque (p = 0.0876), el grupo intacto difiere de los grupos 0.0 mA (p < 0.0001),
1.0 mA (p < 0.0001) y 3.0 mA (p < 0.0001); de igual forma el grupo solo choque también
difiere de los grupos 0.0 mA (p < 0.0001), 1.0 mA (p < 0.0001) y 3.0 mA (p < 0.0001). El
grupo 0.0 mA no es diferente de 1.0 mA (p = 0.0776), pero tiene una mayor proporcion de
espinas tipo larga que 3.0 mA (p = 0.0019). Los grupos 1.0 mA y 3.0 mA (p = 0.0375)
también difieren entre ellos (Fig. 18A).

El andlisis de varianza ANOVA de dos vias indico que la interaccidn entre las variables

grupo x intervalo de retenciéon no fue significativa (F3,24) = 0.92, p = 0.44) (Fig. 18A).

4.3.2.2 Espinas dendriticas tipo hongo en el estriado dorsomedial

Los resultados del analisis ANOVA indicaron que hay diferencias significativas entre
grupos durante la consolidacion de la memoria (6 h; Fu15 = 22.89, p < 0.0001).
Comparaciones entre pares de grupos mostraron que el grupo intacto no es diferente del
grupo solo choque (p = 0.7534). El grupo intacto tiene menor proporcion de las espinas tipo
hongo que los grupos 0.0 mA (p = 0.0125), 1.0 mA (p < 0.0001) y 3.0 mA (p < 0.0001). De
igual forma el grupo solo choque tiene menor proporcion de este tipo de espinas que los
grupos 0.0 mA (p = 0.0465), 1.0 mA (p < 0.0001) y 3.0 mA (p < 0.0001). EI grupo 0.0 mA
tiene una menor proporcion de espinas tipo hongo que 1.0 mA (p = 0.0239) y 3.0 mA (p <
0.0001). EI grupo 3.0 mA tiene una mayor proporcion de espinas tipo larga que 1.0 mA (p =
0.0486) (Fig. 18B).

En el intervalo de 24 h, se encontraron diferencias significativas entre los grupos
analizados (F@4,15) = 48.80, p < 0.0001). El grupo intacto y solo choque no difieren entre si (p
= 0.1494). El grupo intacto tiene una menor proporcién de espinas tipo hongo que los grupos
0.0 mA (p < 0.0001), 1.0 mA (p < 0.0001) y 3.0 mA (p < 0.0001). De igual forma el grupo solo
choque tiene una baja proporcién de este tipo de espinas en comparacion con los grupos 0.0
mA (p < 0.0001), 1.0 mA (p < 0.0001) y 3.0 mA (p < 0.0001). Finalmente, el grupo 0.0 mA no
difiere de 1.0 mA (p = 0.0687), pero si es diferente de 3.0 mA (p = 0.033) (Fig. 18B).
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El anélisis ANOVA de dos vias muestra la interaccidn grupo x intervalo de retencion no

es significativa en ninguno de los grupos experimentales (F,24) = 0.94, p = 0.44) (Fig. 18B).

4.3.2.3 Espinas dendriticas tipo corta en el estriado dorsomedial

No se encontraron diferencias significativas en la proporcion de las espinas tipo corta
durante la consolidacion (6 h; Fa,15 = 1.121, p = 0.3832), ni en la memoria de largo plazo (24
h; Fa,15 = 0.792, p = 0.5507) (Fig. 17C). EI ANOVA de dos vias mostré6 que no hay una
interaccion significativa entre los factores grupo x intervalo de retencion en cada uno de los

grupos experimentales (F3,24) = 0.24, p = 0.87) (Fig. 17C).

4.3.2.4 Espinas dendriticas tipo bifurcada en el estriado dorsomedial

ElI ANOVA de una via mostré diferencias significativas en la proporcion de espinas
dendriticas tipo bifurcada durante la consolidacion entre los grupos experimentales (F@4,15) =
6.951, p = 0.0023). El grupo intacto no es diferente estadisticamente de los grupos solo
choque (p = 0.2094), 0.0 mA (p = 0.5293) y 1.0 mA (p = 0.5293), pero el grupo intacto tiene
una menor proporcion de las espinas bifurcadas que 3.0 mA (p = 0.0023). El grupo solo
choque no difiere de 0.0 mA (p = 0.2635) y 1.0 mA (p = 0.0496); pero si es estadisticamente
diferente del grupo 3.0 mA (p = 0.0001). El grupo 0.0 mA no es diferente de los grupos 1.0
mA (p = 0.4397), sin embargo, si es diferente de 3.0 mA (p = 0.0017). El grupo 3.0 mA
también difiere de 1.0 mA (p = 0.0088) (Fig. 18D).

También se encontraron diferencias significativas en la proporcion de espinas tipo

bifurcada en la memoria de largo plazo en los diferentes grupos experimentales (Fw4,15)

8.885, p = 0.0473). El grupo 3.0 mA es diferente estadisticamente de los grupos intacto (p

0.0481), solo choque (p = 0.0001) unicamente. No es difiere con los grupos 0.0 mA (p
0.0822) y 1.0 mA (p = 0.3968). Los demas grupos no difieren entre si (Fig. 18D).
El analisis ANOVA de dos vias mostré que no existe una interaccién significativa entre

los factores grupo x intervalo de retencion (F24) = 1.05, p = 0.39) (Fig. 18D).
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Figura 18. Tipos de espinas dendriticas en el estriado dorsomedial. A. Larga; B. Hongo; C. Corta; D.
Bifurcada; E. Multi-cabeza observadas durante la consolidacion (6 h; barras grises) y la memoria de
largo plazo (24 h; barras negras). INT, intacto (barras blancas); Sch, Solo choque de 3.0 mA; OmA,
1mA y 3mA, grupos entrenados con choque eléctrico de 0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA respectivamente. *
p < 0.05, ** p <0.01, ** p < 0.0001 vs INT. Notar las diferentes escalas en las graficas. Cada barra
representa promedio * error estandar de 40 MSNs, obtenidas de cuatro ratas en cada condicion.
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4.3.2.5 Espinas dendriticas tipo multi-cabeza en el estriado dorsomedial

Se encontraron diferencias significativas en la proporcion de espinas tipo multi-cabeza
durante la consolidacion (Fua,15 = 19.38, p < 0.0001). El post-hoc mostr6 que las unicas
diferencias significativas se encontraron en el grupo 3.0 mA, el cual tuvo una mayor
proporcion de las espinas multi-cabeza que los grupos intacto (p = 0.0002), solo choque (p =
0.0002), 0.0 mA (p = 0.0002) y 1.0 mA (p = 0.0002) (Fig. 18E).

Cuando la proporcion de espinas tipo multi-cabeza fueron analizadas en el intervalo de
24 h, se encontraron diferencias significativas entre grupos (F@4,15) = 3.637, p = 0.0336). La
proporcion de este tipo de espinas dendriticas en el grupo intacto no difiere con respecto al
grupo solo choque (p > 0.05) y 0.0 mA (p > 0.05). Sin embargo, el grupo intacto tiene una
menor proporcion de espinas bifurcadas que los grupos 1.0 mA (p < 0.05) y 3.0 mA (p <
0.0004). De igual manera el grupo solo choque también tiene una menor proporcion de estas
espinas que el grupo 3.0 mA (p = 0.0004), sin embargo, no difiere de los grupos 0.0 mA (p >
0.05) y 1.0 mA (p > 0.05). El grupo 0.0 mA es estadisticamente diferente de 1.0 mA (p <
0.05) y 3.0 mA (p > 0.0002). El grupo 3.0 mA tiene una mayor proporcion de espinas
bifurcadas que 1.0 mA (0.0044) (Fig. 18E).

El ANOVA de dos vias indica que no existe una interaccion significativa entre los

grupos y el intervalo de retencion (F,24) = 0.27, p = 0.85) (Fig. 18E).

4.3.2.6 Espinas dendriticas no clasificadas en el estriado dorsomedial

Las espinas dendriticas que no pudieron ser clasificadas en las cinco categorias
anteriormente descritas, fueron agrupadas como espinas no clasificadas. No se encontraron
diferencias significativas en la proporcidon de estas espinas dendriticas durante la
consolidacion (Fa,15 = 0.602, p = 0.6673), ni en la memoria a largo plazo (F@,15 = 0.169, p =
0.9502).
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4.3.3 Nucleo accumbens core

4.3.3.1 Espinas dendriticas tipo larga en el nicleo accumbens core

Se encontraron diferencias significativas en la proporcidn de espinas dendriticas tipo
larga durante la consolidacion (6 h) entre los grupos (F@4,15 = 7.291, p = 0.0002). El post-hoc
de Bonferroni mostré que el grupo intacto no es diferente significativamente del grupo 0.0 mA
(p = 0.1044); el grupo intacto tuvo una mayor proporcion de espinas tipo larga en
comparacioén de los grupos solo choque (0.0003), 1.0 mA (p = 0.0038) y 3.0 mA (p < 0.0001).
El grupo solo choque no difiere de 1.0 mA (p = 0.1479) y 3.0 mA (p = 0.1700), pero tuvo una
menor proporcion de este tipo de espinas que 0.0 mA (p = 0.0196). El grupo 0.0 mA tiene
una mayor proporcion de estas espinas que 3.0 mA (p = 0.0073), pero no difiere de 1.0 mA
(p = 0.1479). Los grupos 1.0 mA y 3.0 mA no difieren entre ellos (p = 0.2321) (Fig. 19A).

Cuando la proporcion de espinas tipo larga fue analizada en el intervalo de 24 h se
encontraron diferencias significativas entre grupos (Fa15 = 6.471, p = 0.0031).
Comparaciones entre pares de grupos revelaron que el grupo intacto no fue diferente del
grupo 0.0 mA (p = 0.1636), no obstante el grupo intacto tiene una mayor proporcion de
espinas tipo larga que los grupos solo choque (p < 0.0001), 1.0 mA (p = 0.0023) y 3.0 mA (p
= 0.0001); de igual forma el grupo solo choque también difiere de los grupos 0.0 mA (p =
0.0010) y 1.0 mA (p < 0.0001), pero no es diferente de 3.0 mA (p = 0.4770). El grupo 0.0 mA
no es diferente de 1.0 mA (p = 0.0631), sin embargo, si difiere de 3.0 mA (p = 0.0061). Los
grupos 1.0 mA 'y 3.0 mA (p = 0.1700) no difieren entre ellos (Fig. 19A).

El analisis de varianza ANOVA de dos vias indicé que la interaccién entre las variables

grupo x intervalo de retencién no fue significativa (F3,24) = 0.40, p = 0.75) (Fig. 19A).

4.3.3.2 Espinas dendriticas tipo hongo en el nacleo accumbens core

Los resultados del analisis ANOVA indicaron que hay diferencias significativas entre

grupos durante la consolidaciéon de la memoria (6 h; Fu15 = 15.627, p < 0.0001).
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Comparaciones entre pares de grupos mostraron que el grupo intacto tiene menor proporcion
de las espinas tipo hongo que los grupos que recibieron choque eléctrico, como los grupos
solo choque (p = 0.0004), 1.0 mA (p = 0.0014) y 3.0 mA (p < 0.0001); pero no difiere del
grupo 0.0 mA (p = 0.1909). De igual forma el grupo solo choque tiene mayor proporciéon de
este tipo de espinas que el grupo 0.0 mA (p = 0.0124); sin embargo, no es diferente de los
grupos 1.0 mA (p = 0.6541) y 3.0 mA (p = 0.1588). El grupo 0.0 mA tiene una menor
proporcion de espinas tipo hongo que 1.0 mA (p = 0.0344) y 3.0 mA (p = 0.0010). Los grupos
1.0 mA y 3.0 mA no difieren entre ellos mismos (p = 0.1691) (Fig. 19B).

En el intervalo de 24 h, se encontraron diferencias significativas entre los grupos
analizados (F@4,15) = 6.049, p = 0.0042). El grupo intacto tiene una menor proporcién de
espinas tipo hongo que los grupos solo choque (p < 0.0001), 0.0 mA (p = 0.0134), 1.0 mA (p
= 0.0012) y 3.0 mA (p = 0.0002). El grupo solo choque también presenta una mayor
proporcion de este tipo de espinas en comparacion con 0.0 mA (p = 0.0116) y no es diferente
estadisticamente de los grupos 1.0 mA (p = 0.5537) y 3.0 mA (p = 0.0933). Los demas
grupos experimentales no presentan diferencias significativas entre si (Fig. 19B).

El analisis ANOVA de dos vias muestra la interaccidn grupo x intervalo de retencion no

es significativa en ninguno de los grupos experimentales (F,24) = 1.02, p = 0.40) (Fig. 19B).

4.3.3.3 Espinas dendriticas tipo corta en el nicleo accumbens core

No se encontraron diferencias significativas en la proporcion de las espinas tipo corta
durante la consolidacion (6 h; Fa,15 = 0.921, p = 0.4776), ni en la memoria de largo plazo (24
h; Fua15 = 2.534, p = 0.0838) (Fig. 19C). EI ANOVA de dos vias mostré que no hay una
interaccion significativa entre los factores grupo x intervalo de retenciéon en cada uno de los

grupos experimentales (F3.24) = 2.29, p = 0.10) (Fig. 19C).
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Figura 19. Tipos de espinas dendriticas en el nucleo accumbens core. A. Larga; B. Hongo; C. Corta;
D. Bifurcada; E. Multi-cabeza observadas durante la consolidacion (6 h; barras grises) y la memoria
de largo plazo (24 h; barras negras). INT, intacto (barras blancas); Sch, Solo choque de 3.0 mA; OmA,
1mA y 3mA, grupos entrenados con choque eléctrico de 0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA respectivamente. *
p < 0.05, ** p <0.01, *™ p < 0.0001 vs INT. Notar las diferentes escalas en las graficas. Cada barra
representa promedio *+ error estandar de 40 MSNs, obtenidas de cuatro ratas en cada condicion.
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4.3.3.4 Espinas dendriticas tipo bifurcada en el ndcleo accumbens core

ElI ANOVA de una via mostré diferencias significativas en la proporcion de espinas
dendriticas tipo bifurcada durante la consolidacion entre los grupos experimentales (Fu4,15) =
4.552, p = 0.0132). El grupo intacto tiene una menor proporcion de las espinas bifurcadas
que los grupos 1.0 mA (p = 0.0336) y 3.0 mA (p = 0.0050), sin embargo, lo difiere de los
grupos solo choque (p = 0.4009) y 0.0 mA (p = 0.9907). EIl grupo solo choque unicamente
difiere estadisticamente del grupo 3.0 mA (p = 0.0059). El grupo 0.0 mA es diferente de los
grupos 1.0 mA (p = 0.0259) y 3.0 mA (p = 0.0042). El grupo 3.0 mA no difiere de 1.0 mA (p =
0.4210) (Fig. 19D).

También se encontraron diferencias significativas en la proporcion de espinas tipo
bifurcada en la memoria de largo plazo en los diferentes grupos experimentales (Fa,15) =
3.809, p = 0.0441). El grupo intacto no es estadisticamente diferente de los grupos 0.0 mA (p
=0.4623) y 1.0 mA (p = 0.4070); pero tiene una menor proporcion de espinas bifurcadas que
los grupos solo choque (p = 0.0415) y 3.0 mA (p = 0.0409). Comparaciones en pares de
grupos indican que no hay diferencias significativas entre el resto de los grupos
experimentales (Fig. 19D).

El analisis ANOVA de dos vias mostré que no existe una interaccion significativa entre

los factores grupo x intervalo de retencion (Fs.24) = 1.49, p = 0.24) (Fig. 19D).

4.3.3.5 Espinas dendriticas tipo multi-cabeza en el ndcleo accumbens core

Se encontraron diferencias significativas en la proporcion de espinas tipo multi-cabeza
durante la consolidacion (Fa,15) = 2.377, p = 0.0441). El grupo intacto no difiere de los grupos
solo choque (p > 0.05) y 0.0 mA (p > 0.05); sin embargo el grupo intacto tuvo una menor
proporcion de este tipo de espinas que el grupo 1.0 mA (p< 0.05) y 3.0 mA (p < 0.0002). El
grupo solo choque solo difiere del grupo 3.0 mA (p = 0.0102). Mientras tanto el grupo 0.0 mA
tiene una menor proporcion de espinas multi-cabeza que los grupos 1.0 mA (p < 0.05) y 3.0
mA (p = 0.0003). El grupo 1.0 mA no difiere estadisticamente del grupo 3.0 mA (p = 0.0102)
(Fig. 19E).
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Cuando la proporcion de espinas tipo multi-cabeza fueron analizadas en el intervalo de
24 h, se encontraron diferencias significativas entre grupos (Fu,15) = 2.377, p = 0.0441). La
proporcion de este tipo de espinas dendriticas en el grupo intacto no difiere con respecto al
grupo solo choque (p > 0.05) y 1.0 mA (p > 0.05). Sin embargo, el grupo intacto tiene una
menor proporcion de espinas bifurcadas que los grupos 0.0 mA (p < 0.05) y 3.0 mA (p =
0.0004). De igual manera el grupo solo choque también tiene una menor proporcion de estas
espinas que los grupos 0.0 mA (p < 0.05) y 3.0 mA (p = 0.0016), sin embargo, no difiere del
grupo 1.0 mA (p > 0.05). El grupo 0.0 mA es estadisticamente diferente de 1.0 mA (p < 0.05),
pero no del grupo 3.0 mA (p > 0.05). El grupo 3.0 mA tiene una mayor proporcidon de espinas
bifurcadas que 1.0 mA (0.0312) (Fig. 19E).

El ANOVA de dos vias indica que no existe una interaccion significativa entre los

grupos y el intervalo de retencion (F,24) = 0.93, p = 0.44) (Fig. 19E).

4.3.3.6 Espinas dendriticas no clasificadas en el nicleo accumbens core

Las espinas dendriticas que no pudieron ser clasificadas en las cinco categorias
anteriormente descritas, fueron agrupadas como espinas no clasificadas. No se encontraron
diferencias significativas en la proporcion de estas espinas dendriticas durante la
consolidacion (Fw4,15 = 2.847, p = 0.0613), ni en la memoria a largo plazo (F@,15y = 1.994, p =
0.1471).

4.3.4 Nucleo accumbens shell

4.3.4.1 Espinas dendriticas tipo larga en el nucleo accumbens shell

Se encontraron diferencias significativas en la proporcidn de espinas dendriticas tipo
larga durante la consolidacion (6 h) entre los grupos (Fu,15) = 9.542, p = 0.0005).

El post-hoc de Bonferroni mostré que el grupo intacto no es diferente significativamente del

grupo 0.0 mA (p = 0.2148); el grupo intacto tuvo una mayor proporcion de espinas tipo larga
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que los grupos solo choque (p = 0.0001), 1.0 mA (p = 0.0008) y 3.0 mA (p = 0.0004). EI
grupo solo choque tiene una menor proporcién de estas espinas que 0.0 mA (p = 0.0033), sin
embargo no difiere de los demas grupos experimentales. El grupo 0.0 mA tiene una mayor
proporcion de espinas largas que los grupos 1.0 mA (p = 0.0052) y 3.0 mA (p = 0.0122).
Estos dos ultimos grupos no difieren entre ellos mismos (Fig. 20A).

Cuando la proporcion de espinas tipo larga fue analizada en el intervalo de 24 h se
encontraron diferencias significativas entre grupos (Fwu15 = 2377, p = 0.0441).
Comparaciones entre pares de grupos revelaron que el grupo intacto no fue diferente del
grupo 0.0 mA (p = 0.2377), no obstante el grupo intacto tiene una mayor proporcion de
espinas tipo larga que los grupos solo choque (p = 0.0002), 1.0 mA (p = 0.0071) y 3.0 mA (p
= 0.0005); de igual forma el grupo solo choque también difiere del grupo 0.0 mA (p = 0.0044),
pero no es diferente de 1.0 mA (p = 0.1730) y 3.0 mA (p = 0.7222). EIl grupo 0.0 mA no es
diferente de 1.0 mA (p = 0.0997), sin embargo, si difiere de 3.0 mA (p = 0.0106). Los grupos
1.0 mAy 3.0 mA (p = 0.3074) no difieren entre ellos (Fig. 20A).

El analisis de varianza ANOVA de dos vias indicé que la interaccién entre las variables

grupo x intervalo de retencién no fue significativa (F3,24) = 0.12, p = 0.95) (Fig. 20A).

4.3.4.2 Espinas dendriticas tipo hongo en el nicleo accumbens shell

Los resultados del analisis ANOVA indicaron que hay diferencias significativas entre
grupos durante la consolidacion de la memoria (6 h; Fua15 = 13.722, p < 0.0001).
Comparaciones entre pares de grupos mostraron que el grupo intacto tiene menor proporcion
de las espinas tipo hongo que los grupos que recibieron choque eléctrico, como los grupos
solo choque (p = 0.0002), 1.0 mA (p = 0.0008) y 3.0 mA (p = 0.0001); pero no difiere del
grupo 0.0 mA (p = 0.3566). De igual forma el grupo solo choque tiene mayor proporciéon de
este tipo de espinas que el grupo 0.0 mA (p = 0.0022); sin embargo, no es diferente de los
grupos 1.0 mA (p = 0.5026) y 3.0 mA (p = 0.1998). El grupo 0.0 mA tiene una menor
proporcién de espinas tipo hongo que 1.0 mA (p = 0.0115) y 3.0 mA (p = 0.0017). Los grupos
1.0 mA y 3.0 mA no difieren entre ellos mismos (p = 0.4416) (Fig. 20B).

En el intervalo de 24 h, se encontraron diferencias significativas entre los grupos

analizados (F@4,15 = 5.256, p = 0.0075). El grupo intacto tiene una menor proporcién de
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espinas tipo hongo que los grupos solo choque (p < 0.0001), 0.0 mA (p = 0.0055), 1.0 mA (p
= 0.0008) y 3.0 mA (p = 0.0001). EI grupo solo choque también presenta una mayor
proporcion de este tipo de espinas en comparacion con 0.0 mA (p = 0.0044) y no es diferente
estadisticamente de los grupos 1.0 mA (p = 0.3602) y 3.0 mA (p = 0.1973). Los demas
grupos experimentales no presentan diferencias significativas entre si (Fig. 20B).

El analisis ANOVA de dos vias muestra la interaccidn grupo x intervalo de retencion no

es significativa en ninguno de los grupos experimentales (F,24) = 0.86, p = 0.48) (Fig. 20B).

4.3.4.3 Espinas dendriticas tipo corta en el nacleo accumbens shell

No se encontraron diferencias significativas en la proporcidon de las espinas tipo corta
durante la consolidacion (6 h; Fa,15 = 1.256, p = 0.0441), ni en la memoria de largo plazo (24
h; F@4,15 = 5.030, p = 0.0690) (Fig. 17C). EI ANOVA de dos vias mostré que no hay una
interaccién significativa entre los factores grupo x intervalo de retenciéon en cada uno de los

grupos experimentales (F3,24) = 4.48, p = 0.12) (Fig. 20C).

4.3.4.4 Espinas dendriticas tipo bifurcada en el nicleo accumbens shell

El ANOVA de una via mostrdé que no hay diferencias significativas en la proporcion de
espinas dendriticas tipo bifurcada durante la consolidacion entre los grupos experimentales
(6 h; Fa,15 = 4.049, p = 0.0202) ni en la memoria a largo plazo (24 h; F@4,15) = 0.765, p =
0.5640) (Fig. 20D). EI ANOVA de dos vias mostré que no hay una interaccion significativa
entre los factores grupo x intervalo de retenciéon en cada uno de los grupos experimentales
(F3,24) = 1.26, p = 0.31) (Fig. 20D).
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Figura 20. Tipos de espinas dendriticas en el nucleo accumbens shell. A. Larga; B. Hongo; C. Corta;
D. Bifurcada; E. Multi-cabeza observadas durante la consolidacion (6 h; barras grises) y la memoria
de largo plazo (24 h; barras negras). INT, intacto (barras blancas); Sch, Solo choque de 3.0 mA; OmA,
1mA y 3mA, grupos entrenados con choque eléctrico de 0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA respectivamente. *
p < 0.05, ** p <0.01, ** p < 0.0001 vs INT. Notar las diferentes escalas en las graficas. Cada barra
representa promedio *+ error estandar de 40 MSNs, obtenidas de cuatro ratas en cada condicion.
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4.3.4.5 Espinas dendriticas tipo multi-cabeza en el nicleo accumbens shell

ElI ANOVA de una via mostrdé que no hay diferencias significativas en la proporcion de
espinas dendriticas tipo bifurcada durante la consolidacion entre los grupos experimentales
(6 h; F4,15y=1.00, p = 0.44) ni en la memoria a largo plazo (24 h; F@,15 = 0.27, p = 0.90) (Fig.
20E). EI ANOVA de dos vias mostré que no hay una interaccién significativa entre los
factores grupo x intervalo de retencion en cada uno de los grupos experimentales (F3,24) =
0.35, p = 0.79) (Fig. 20E).

4.3.4.6 Espinas dendriticas no clasificadas en el nacleo accumbens shell

Las espinas dendriticas que no pudieron ser clasificadas en las cinco categorias
anteriormente descritas, fueron agrupadas como espinas no clasificadas. No se encontraron
diferencias significativas en la proporcion de estas espinas dendriticas durante la
consolidacion (Fa,15 = 0.623, p = 0.6534), ni en la memoria a largo plazo (F@,15 = 2.572, p =
0.0807).
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4.4 Resumen de los resultados del experimento 1

Estriado Dorsolateral
Consolidacion (6 horas) Memoria de Largo Plazo (24 horas)
Contexto | Choque | Moderado | Alto | Contexto | Choque | Moderado | Alto
Total 0 - ™ ON N - g N
Larga - - v Vv v - NY Ny
Hongo 8% - 0 N N - 0 0
Corta - - - - - - - -
Estriado Dorsomedial
Consolidacion (6 horas) Memoria de Largo Plazo (24 horas)
Contexto | Choque | Moderado | Alto | Contexto | Choque | Moderado | Alto
Total 0 - ™ O 0 - ™ 0
Larga N% - Vv Vv N - Vv 2
Hongo 0 - N N N - 0 N
Corta - - - - - - - -
Nucleo accumbens core
Consolidacion (6 horas) Memoria de Largo Plazo (24 horas)
Contexto | Choque | Moderado | Alto | Contexto | Choque | Moderado | Alto
Total - - - N - - - 0
Larga - N N N - v Vv N%
Hongo - N N N - 0 0 0
Corta - - - - - - - -
Nucleo accumbens shell
Consolidacion (6 horas) Memoria de Largo Plazo (24 horas)
Contexto | Choque | Moderado | Alto | Contexto | Choque | Moderado | Alto
Total - N N N - - - 0
Larga - N N N - v Vv N%
Hongo - N N N - 0 0 0
Corta - - - - - - - -

Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos en la densidad total de espinas dendriticas y en la
proporcion de espinas tipo larga, hongo y corta en el estriado dorsomedial, dorsolateral, accumbens
core y shell durante la consolidacion y la memoria de largo plazo de la tarea de evitacion inhibitoria.
Se muestra con flechas el cambio con respecto al grupo intacto y el simbolo + indica que el cambio
es mayor con respecto al grupo 1.0 mA.
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5. Discusion

Los resultados observados durante el proceso de extincion indican que la intensidad
de choque eléctrico mas alta utilizada en el entrenamiento de la tarea de evitacion inhibitoria
induce un aprendizaje incrementado, es decir, el grupo entrenado con la intensidad de 3.0
mMA muestra una alta resistencia a la extincion en comparacion con ratas entrenadas con la
intensidad de choque eléctrico moderada (1.0 mA), este fendbmeno ya habia sido reportado
algunos trabajos previos de nuestro laboratorio (Prado-Alcala et al., 1994; Garin-Aguilar et
al., 2012).

El principal hallazgos en este experimento fue que el entrenamiento moderado de la
tarea de evitacion inhibitoria induce un incremento en la densidad total de espinas dendriticas
y un aumento en la proporcidn de las espinas tipo hongo tanto en el estriado dorsomedial
como en el estriado dorsolateral. El entrenamiento sobrerreforzado de esta tarea también
produjo un mayor aumento en la densidad total de las espinas dendriticas en ambas regiones
estriatales, asi como el incremento en la proporcion de espinas tipo hongo, el cual ocurrid
unicamente en el estriado dorsomedial. Esta espinogénesis se produjo especificamente con
la asociacion del contexto con el choque eléctrico, ya que la exposicién al contexto solo
produjo muy pequefios cambios y el choque eléctrico por si mismo no produjo ningun cambio
en lo absoluto. Esto sugiere que estos cambios estructurales se deben al proceso de la

memoria.

Tanto a las 6 horas como a las 24 horas después del entrenamiento, el incremento en
la densidad total de las espinas dendriticas en las MSNs del estriado dorsolateral y
dorsomedial fue directamente proporcional a la intensidad de choque eléctrico administrado
durante el entrenamiento en la tarea de evitacidn inhibitoria (Fig. 16A, B). La exposicion al
contexto que provee la caja de condicionamiento sin la administracion de choque eléctrico
(grupo 0.0 mA) también incrementé la densidad total de las espinas dendriticas. Sin
embargo, este aumento fue significativamente menor que los grupos de animales que fueron
entrenados en la tarea. Interesantemente, el choque eléctrico por si mismo no induce un

cambio significativo en la densidad total de espinas dendriticas (grupo solo choque).
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Tal como se esperaba, no se encontraron diferencias significativas en la densidad total
de espinas dendriticas entre el estriado dorsolateral y dorsomedial. Esos resultados indican
que las MSNs tanto del estriado dorsolateral como dorsomedial responden al procesamiento
de informacion tanto del contexto como de procedimiento inducido por la experiencia de
aprendizaje (Devan & White, 1999; Packard & Knowlton, 2002; White & McDonald, 2002).
Por el contrario, el hallazgo que muestra que el choque por si mismo no induce cambios en
la densidad total de las espinas sugiere que las MSNs del estriado dorsal no estan
involucradas en el procesamiento informacion resultante de la estimulacion aversiva no
asociativa. Estos patrones en la dinamica de la formacién de espinas dendriticas se
observaron a las 6 horas después de la experiencia conductual y se mantuvo hasta por 24
horas, sugiriendo que los cambios estructurales relativamente tempranos producidos tanto

por el aprendizaje contextual como procedimental son persistentes.

Un efecto completamente diferente fue observado en el nucleo accumbens. En el
nucleo accumbens shell se observd un incremento en la densidad total de espinas
dependiente de la intensidad después del entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria
con el choque eléctrico de 1.0 mA y 3.0 mA, tanto 6 horas como 24 horas después de la
adquisicién de la tarea, tal como ocurrio en la regién dorsal del estriado. También se observo
un aumento significativo en la densidad total de espinas dendriticas en el intervalo de las 6
horas después de la estimulacién con el choque eléctrico unicamente. Sin embargo, no se
produjeron cambios en la densidad de espinas en el grupo expuesto unicamente al contexto
(0.0 mA). Estos datos implican que la espinogénesis en el nucleo accumbens shell en los
animales entrenados esta relacionada principalmente a los efectos del choque eléctrico y no
a los procesos asociativos que involucran el aprendizaje y la consolidacion en la tarea de
evitacion inhibitoria. El unico cambio encontrado en el nudcleo accumbens core fue un
aumento en la densidad total de las espinas dendriticas cuando el choque eléctrico de 3.0
mA fue administrado durante el entrenamiento de la tarea de evitacion inhibitoria. Este
resultado también sugiere que la espinogénesis que ocurre en esta regidn del nucleo
accumbens no es sensible a la interaccion compleja de estimulo-respuesta involucrada en la

tarea (Fig. 16C, D), asi como tampoco es sensible a la exposicion al contexto.
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En relacién con los diferentes tipos de las espinas dendriticas analizadas en este
trabajo, tres hallazgos fueron muy consistentes. Primero, en el estriado dorsolateral y
dorsomedial se observdo una reduccion significativa en la proporcion de las espinas
dendriticas tipo larga en los grupos que fueron expuestos unicamente al contexto de la caja
del condicionamiento (0.0 mA) y en aquellos que fueron entrenados con el choque eléctrico
de 1.0 mA y 3.0 mA, tanto 6 horas como 24 horas después del entrenamiento. En contraste,
en el estriado dorsomedial, la proporcion de espinas tipo hongo aumenté significativamente
en los grupos 0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA, tanto 6 horas como 24 horas después del
entrenamiento; este incremento fue dependiente de la intensidad de choque eléctrico que fue
administrado, es decir, en el grupo entrenado con 3.0 mA se observdé un mayor incremento
que los demas grupos. También se encontré un aumento significativo en la proporcion de las
espinas dendriticas tipo hongo dependiente de la intensidad de choque eléctrico en el
estriado dorsolateral, tanto en animales que exploraron el contexto como los que fueron
entrenados con la intensidad de choque eléctrico de 1.0 mA y 3.0 mA durante el periodo de
la consolidacién. Sin embargo, en el estriado dorsolateral la proporcion de espinas tipo hongo
no difiere entre si en los grupos 1.0 mA y 3.0 mA, es decir, el entrenamiento sobrerreforzado
no induce espinogénesis en espinas hongo.

Cabe resaltar que el choque eléctrico s6lo no produce cambios en el numero de
espinas tipo larga y hongo en las dos regiones dorsales del estriado. Estos datos concuerdan
bien con la idea de que la formacion de espinas dendriticas tipo larga estan implicadas en el
aprendizaje y que a medida que este proceso esta dando paso a la consolidacion, es decir, el
almacenamiento de la informacion a largo plazo, se observé una disminucién en las espinas
largas y un aumento correlacionado con las espinas dendriticas tipo hongo. Tales efectos
pueden estar involucrados en el almacenamiento de la memoria a largo plazo (Bourne y
Harris, 2007; Hayashi y Majewska, 2005; Maiti, Manna, llavazhagan, Rossignol y Dunbar,
2015; Medvedev et al., 2014).

Segundo, la proporcion de las espinas dendriticas tipo larga disminuyo
significativamente tanto en el nucleo accumbens core como el shell en todos los grupos que
recibieron un choque eléctrico, hayan sido entrenados o no, 6 horas y 24 horas después del

entrenamiento. No se observaron cambios en la proporcion de las espinas largas en los
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grupos que no recibieron choque eléctrico (0.0 mA). La proporcién de las espinas dendriticas
tipo hongo aumento significativamente en las dos regiones del nucleo accumbens, en todos
los animales que recibieron choque eléctrico entrenados o no, tanto 6 horas como 24 horas
después del entrenamiento en la tarea, pero no se observaron cambios en el grupo que no
recibidé choque eléctrico. Estos resultados sugieren que, como es el caso en la densidad total
de las espinas en estas dos regiones, los cambios en las espinas tipo larga y hongo estan
relacionados al componente aversivo de la experiencia de aprendizaje, y no en el complejo
proceso asociativo derivado de la interaccion entre el contexto, el choque eléctrico y la

ejecucion motora involucrada en la tarea de evitacion inhibitoria.

Tercero, en las dos regiones dorsales del estriado y en las dos regiones del nucleo
accumbens, la proporcion de las espinas dendriticas tipo corta mantuvo sin cambiar a pesar
de las diferentes manipulaciones a las que han sido expuestos los animales. El papel de las
espinas cortas, es desconocido aun, no obstante, se ha pensado que las espinas cortas
regulan la excitabilidad neuronal (Gonzalez-Burgos, 2012), pues se ha reportado que este
tipo de espina facilita la difusion de los iones de calcio hacia la dendrita parental (Hayashi y
Majewska, 2005).

La proporcion de las espinas dendriticas tipo bifurcada aumentd en el estriado
dorsomedial después del entrenamiento con la intensidad de choque eléctrico mas alta
Unicamente, tanto a las 6 horas como a las 24 horas. Esto también ocurrié en el estriado
dorsolateral donde, adicionalmente, hubo un incremento en las espinas bifurcadas en el
grupo que fue entrenado con 1.0 mA en el intervalo de 6 horas. Estos resultados indican que
en entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria con alta intensidad de choque eléctrico,
pero no, la exposicion al contexto o la administracion de choque eléctrico solamente induce
la formacidn de este tipo de espinas en las dos regiones del estriado dorsal. Por lo tanto, en
estas regiones estriatales las espinas dendriticas bifurcadas pudieran estar participando en la
actividad aferente derivada del proceso asociativo involucrado en el aprendizaje
incrementado.

En lo que respecta al nucleo accumbens core, la proporcién de espinas bifurcadas

incrementd después del entrenamiento con 1.0 mA y 3.0 mA, asi como el grupo que recibio
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el choque eléctrico solamente, pero la exposicién al contexto por si mismo no modifico la
proporcion de este tipo de espinas. Estos resultados podrian sugerir que las espinas
bifurcadas en el nucleo accumbens core pueden estar participando en la memoria de
evitacion inhibitoria, en efecto este tipo de espinas fue aumentada por el choque eléctrico,
pero no ocurrid en la exposicién al contexto. Sorprendentemente, la proporcion de las
espinas bifurcadas en el nucleo accumbens shell no cambié en ninguna de las
manipulaciones experimentales.

La dinamica en la formacién de las espinas dendriticas tipo multi-cabeza mostraron
una alta variabilidad. Hubo un incremento en este tipo de espinas en el estriado dorsolateral
24 horas después del entrenamiento en la tarea de evitacidn inhibitoria con un choque
eléctrico de 1.0 mA; 6 y 24 horas después del entrenamiento con el choque eléctrico de 3.0
mA y 24 horas después de la exploracion del contexto (0.0 mA). Estos mismos resultados
fueron encontrados en el estriado dorsomedial, a excepcidén que la proporcion de las espinas
multi-cabeza no cambiaron ante la exposicion del contexto (0.0 mA). El choque eléctrico por
si solo no es capaz de producir un cambio en la proporcién de este tipo de espinas. Por lo
tanto, se puede observar la formacién de espinas multi-cabeza cuando la memoria de largo
plazo ya ha sido formada después del entrenamiento moderado e incrementado, pero solo el
entrenamiento incrementado es capaz de promover la espinogénesis de este tipo de espinas
durante la consolidacién.

La proporcién de espinas multi-cabeza en el nucleo accumbens core no cambid 6
horas después del entrenamiento de los grupos 0.0 mA y solo choque, el aumento en esta
proporcion ocurrié en los animales entrenados con la intensidad de choque eléctrico de 1.0
mA y 3.0 mA; 24 horas después del entrenamiento, la proporcion de espinas multi-cabeza
aumentoé en el grupo de exploracion al contexto (0.0 mA) y entrenado con el choque eléctrico
de 3.0 mA. Una caracteristica notable de las espinas multi-cabeza en el nucleo accumbens
core fue que a diferencia de los otros tipos de espinas dendriticas en esta regién y en el
nucleo accumbens shell, su proporcion no cambié como consecuencia de la administracion
del choque eléctrico unicamente. Sin embargo, la proporcion de estas espinas aumento
después de la exposicidn del contexto y después del entrenamiento con la intensidad de
choque eléctrico baja y alta. Por tanto, es posible que la formacion de espinas multi-cabeza

nuevas puede subyacer la supuesta participacién del nucleo accumbens en la formacion de
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la memoria de eventos aversivos (Roitman, Wheeler, Tiesinga, Roitman, & Carelli, 2010;
Ventura, Morrone, & Puglisi-Allegra, 2007; Yamaguchi et al., 2015). En vista de la falta de
consistencia en la dinamica mostrada por las espinas dendriticas tipo multi-cabeza, es dificil
en este momento determinar la funcion de este tipo de espinas en la formacién de la

memoria.

Una premisa importante que subyace este estudio es que el estriado dorsal participa
en la integracion de la informacién derivada de la experiencia de aprendizaje, provista por
varias estructuras cerebrales. En general, se cumplieron las expectativas de este estudio, es
decir, que tanto las regiones dorsomedial y dorsomedial del estriado mostrarian los mismos
patrones de la dinamica en la formacion de espinas dendriticas después del entrenamiento
en la tarea de evitacion inhibitoria, por ejemplo, el aprendizaje fuerte induce un aumento en la
densidad total de las espinas que un aprendizaje débil. También, hubo un incremento en la
proporcion de espinas tipo hongo en esas dos regiones. Las espinas dendriticas tipo hongo
son mas estables, pueden persistir por meses (Holtmaat et al., 2005; Zuo et al., 2005). Esto
se debe a que tienen el volumen de la cabeza mucho mayor que los otros tipos de espinas
dendriticas lo cual correlaciona positivamente con el area de PSD (post-synaptic density)
(Harris & Stevens, 1988), el numero de vesiculas presinapticas (Harris & Stevens, 1988), el
tamafo de la zona activa presinaptica (Schikorski & Stevens, 1999), receptores post-
sinapticos (Nusser et al., 1998) y la corriente inyectada en la sinapsis (Nusser et al., 1997);
todos estos elementos son importantes para generar modificaciones a muy largo plazo en la
eficiencia de las sefales excitatorias, de esta manera apoya la nocion que las espinas tipo

hongo representa el sustrato fisico de la memoria de largo plazo.

Como se menciond previamente, tanto en el estriado dorsomedial como dorsolateral la
proporcion de espinas hongo aumenté conforme aumento la fuerza del aprendizaje dada por
la intensidad de choque eléctrico con la que se entrenaron los animales, este incremento fue
observado durante la consolidacion, indicando que la transferencia de la memoria de corto
plazo a la memoria de largo plazo es facilitada en el entrenamiento sobrerreforzado.

Por otro lado, se encontré una importante diferencia entre el estriado dorsomedial y

dorsolateral en relacion a la dinamica de las espinas dendriticas tipo hongo durante la
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memoria de largo plazo. Mientras que en la primera, el entrenamiento con la intensidad de
choque eléctrico alta induce una alta proporcion de este tipo de espinas que el entrenamiento
con la intensidad de choque eléctrico moderada, en el estriado dorsolateral, la intensidad de
choque eléctrico alta no produce un aumento mayor en la proporcion de estas espinas que el
entrenamiento con la intensidad de choque moderada. Este resultado diferencial puede
deberse a los diferentes tipos de aprendizaje en el que estas regiones participan
(contextual/espacial vs. procedimiento), asi como también en la conectividad diferencial entre
estas dos. El estriado dorsomedial recibe fibras directamente o indirectamente del hipocampo
dorsal y la corteza prefrontal medial, mientras que el estriado dorsolateral recibe fibras de las

areas corticales somato-sensoriales y motoras (McGeorge & Faull, 1989).

Es razonable postular que en el animal intacto, a medida que la intensidad del
entrenamiento es incrementada se produce una asociacion mas fuerte entre el contexto y la
estimulacién aversiva, dada por un aumento en la activacion sinaptica glutamatérgica
proveniente del hipocampo y la corteza prefrontal sobre las neuronas medianas espinosas
del estriado dorsomedial, esto a su vez, promueve el aumento en la formacioén de las espinas
tipo hongo mayor al que ocurre en el aprendizaje moderado. Simultaneamente, la activacién
de los receptores a glucocorticoides dependientes de estrés activa vias de sefalizacion
dependientes de quinasas, como resultado de esto se promueve la espinogénesis tipo hongo
en un periodo de tiempo apropiado (< 6 h). Cuando la actividad normal del estriado dorsal es
interrumpida, por ejemplo, la administracion de bloqueadores de los canales de sodio, que
bloquean la actividad sinaptica, se observa un estado amnésico en los animales que fueron
entrenados con un choque eléctrico moderado. Sin embargo, con el mismo tratamiento que
produce amnesia, la consolidacion puede llevarse a cabo después de un entrenamiento
sobrerreforzado debido a que la mayor liberacién de corticosterona promueve un incremento

en la formacién de espinas tipo hongo por la via no genémica.

En el caso del estriado dorsolateral, el aumento en la proporcion de las espinas tipo
hongo fue producido por el entrenamiento moderado en la tarea de evitacion inhibitoria,
indicando que una sola asociacion estimulo-respuesta es suficiente para inducir cambios en

la espinogénesis tipo hongo. El incremento en la intensidad del entrenamiento no induce un

72



incremento adicional en las espinas tipo hongo en el estriado dorsolateral, esto puede ser,
porque no habia un aumento adicional en la entrada de informacion proveniente de la
neocorteza. Se puede hipotetizar que sesiones adicionales en la tarea de evitacion
inhibitoria, es decir, un alto numero de asociaciones estimulo-respuesta, podrian producir un
tipo de respuesta de habito, la cual es una caracteristica del aprendizaje de procedimiento.
Asi, después de los ensayos adicionales de entrenamiento, podria incrementar la proporcion
de espinas tipo hongo en el estriado dorsolateral inducido por una alta activacion de las
conexiones cortico-estriatales. En trabajos previos del laboratorio, en donde tanto gatos
como ratas fueron entrenados para ejecutar una respuesta instrumental de palanqueo, se
mostré que la infusién de bloqueadores colinérgicos (Prado-Alcala, Kaufmann, & Moscona,
1980) o bloqueadores de canales de sodio (Prado-Alcala & Cobos-Zapiain, 1979) en el
nucleo caudado y en el estriado dorsal, respectivamente, produjeron amnesia cuando fueron
tratados durante una fase temprana del aprendizaje, pero este déficit no fue observado en
animales en los que aumentaron el numero de ensayos de aprendizaje, es decir, cuando la
respuesta llega a ser un habito. Por esto, se puede hipotetizar que este entrenamiento
extendido podria inducir un incremento en la densidad total de espinas dendriticas y en la

proporcion de espinas tipo hongo en el estriado dorsolateral, al menos en ratas.

Todos estos hallazgos también pueden sugerir que un incremento en la espinogénesis
producido por el entrenamiento sobrerreforzado participa en la consolidacién de la memoria y
la transferencia de informacion relacionada con el aprendizaje incrementado del estriado
dorsomedial a otras regiones cerebrales es facilitada por el consistente incremento en la
densidad total de las espinas dendriticas y la proporcion de espinas tipo hongo en las
neuronas medianas espinosas y este aumento en la espinogénesis podria explicar el efecto
protector contra los tratamientos amnésicos. Estos mecanismos deberian ser relevantes para
entender porque memorias altamente emotivas, tal como el desorden de estrés post-

traumatico son tan duraderas y persistentes.
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VIl. EXPERIMENTO 2: Cambios estructurales producidos durante la evocacion de la
memoria de evitacion inhibitoria moderada o sobrerreforzada, en el estriado dorsal y

nucleo accumbens

1. Hipotesis

1.1 Habra un aumento en la densidad total de espinas dendriticas en las MSNs del estriado
dorsal durante la evocacién de la memoria sobrerreforzada en comparaciéon con el

entrenamiento moderado en la tarea de evitacion inhibitoria.

1.2 Habra un aumento en la proporcién de las espinas tipo hongo en las MSNs del
estriado dorsal durante la evocacion de la memoria sobrerreforzada en comparacion con el

entrenamiento moderado en la tarea de evitacion inhibitoria.

1.3 Habra un aumento en la densidad total de espinas dendriticas en las MSNs nucleo
accumbens durante la evocacion de la memoria, asociado al estimulo aversivo en la tarea

de evitacion inhibitoria.
1.4 Habra un aumento en la proporcién de las espinas tipo hongo en las MSNs del

nlcleo accumbens durante la evocacion de la memoria asociado al estimulo aversivo en la

tarea de evitacion inhibitoria.

2. Objetivos

2.1 Cuantificar la densidad total de las espinas dendriticas de las MSNs producidas en el
estriado dorsal durante la evocacién de la memoria de evitacidén inhibitoria moderada y

sobrerreforzada.
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2.2 Cuantificar la densidad total de las espinas dendriticas de las MSNs producidas en el
nucleo accumbens durante la evocacién de la memoria de evitacion inhibitoria moderada y

sobrerreforzada.

2.3 Calcular la proporcion de las espinas dendriticas tipo larga, corta, hongo, bifurcada y
multi-cabeza producidas en el estriado dorsal durante la evocacién de la memoria de

evitacion inhibitoria moderada y sobrerreforzada.

2.4 Calcular la proporcion de las espinas dendriticas tipo larga, corta, hongo, bifurcada y
multi-cabeza producidas en el nucleo accumbens durante la evocacion de la memoria de

evitacion inhibitoria moderada y sobrerreforzada.

3. Método y disefio experimental

Se utilizaron 38 ratas macho de la cepa wistar, las cuales fueron distribuidas en cinco
grupos experimentales: Dos grupos de ratas fueron entrenadas en la tarea de evitacion
inhibitoria con un choque eléctrico de 1.0 (n = 10) o 3.0 mA (n = 10); el tercer grupo fue
entrenado sin administrar el choque eléctrico (0.0 mA; n = 10), con el fin de tener un grupo
que unicamente sea expuesto al contexto; a el cuarto grupo se le administré la intensidad
mas alta de choque eléctrico unicamente en el compartimento oscuro (Sch; n = 4), el choque
de 3.0 mA fue administrado durante 5.6 s, este tiempo es equivalente al tiempo que
recibieron el choque el grupo entrenado con 3.0 mA y el quinto grupo fueron animales que no
fueron sometidos a ninguna experiencia, Unicamente permanecieron en condiciones de
bioterio (INT; n = 4) hasta el procedimiento de la perfusion, el cual ocurrié en el mismo tiempo
en el que se perfundieron los animales de los demas grupos.

Las ratas de los diferentes grupos fueron entrenados, 24 horas después fueron
sometidas a la prueba de retencion y 6 horas mas tarde fueron perfundidas para la obtencion
del tejido cerebral y de esta manera poder observar los posibles cambios en las espinas
dendriticas asociados con el proceso de evocacion de la memoria de evitacion inhibitoria.

Para el analisis histologico, se seleccionaron cuatro ratas por grupo experimental

(entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria: 1.0 mA y 3.0 mA), el criterio de seleccion se
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basé en la ejecucion de la conducta de cada una de las ratas, solo se incluyeron las ratas
con latencia de retencion superior a 500 s.

Los cerebros obtenidos fueron tefiidos con la tincion Golgi-Cox, se hicieron cortes
coronales de 200 ym de grosor. Se analizaron con un objetivo de 100x, un total de 800
neuronas: 5 neuronas por hemisferio x 4 regiones cerebrales x 5 grupos experimentales x 4
ratas por grupo. Se cuantificaron las espinas dendriticas tipo larga, hongo, corta, bifurcada,
multi-cabeza y otras. Se calculé la densidad total de las espinas dendriticas y la proporcién
de cada tipo de espina dendritica.

Adquisicion  Perfusion

J
| | I
: [L
| L A B
n
D1 D7 D8 D9 D10 DM D12 6h D13 D43
' | | |
Habituacién bioterio Manipulacion Retencién Golgi Cox Imagenologia
Prueba 24 h
n conducta n=4 n=10 n=10 n=10
n histologia n=4
Sacrificio 30 h después del 6 h después de la prueba de retencién
choque

Figura 21. Disefio experimental experimento 2. En la parte superior se muestra la linea temporal del
desarrollo del experimento, en donde se especifica el orden de cada una de las etapas del
experimento 2. En la parte inferior se observa el disefio experimental y n utilizada en cada uno de los
grupos experimentales.

El analisis estadistico para la conducta se realizé tal como se describe en el método
general. Para el andlisis estadistico la densidad total y la proporcién de cada tipo de espinas
dendriticas, se utiliz6 una ANOVA de una via por cada intervalo temporal (6 h o 24 h) en
donde se compararon los grupos INT, Sch, 0.0 mA, 1.0 mAy 3.0 mA.
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4. Resultados

4.1 Conducta

En la latencia de entrada al compartimento oscuro durante el entrenamiento de la
tarea de evitacion inhibitoria no es diferente estadisticamente entre los grupos 0.0 mA, 1.0
mA 'y 3.0 mA (Hi) = 0.3919, p = 0.8221), cuya mediana fue de 30 s (0.0 mA), 28 s (1.0 mA) y
30 s (3.0 mA) respectivamente (Fig. 22A). Sin embargo, una vez administrado el choque
eléctrico de diferente intensidad segun fue el caso, la latencia de escape es diferente entre
grupos (Hez) = 19.84, p = 0.8221). La prueba U-Mann Whitney reporta diferencias
significativas entre 0.0 mA y 1.0 mA (p = 0.0002), 0.0 mA y 3.0 mA (p < 0.0001), pero no es
diferente 1.0 mA y 3.0 mA (p = 0.0967) (Fig. 22B).
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Figura 22. Resultados conductuales, tarea de evitacion inhibitoria. A. Latencia de entrada de grupos
de ratas entrenados en la tarea de evitacién inhibitoria. B. Latencia de escape. C. Latencia de
retencion evaluada 24 h después de la sesidén de entrenamiento. Todas las mediciones se muestran
en medianas con rangos intercuartiles. ** p < 0.001, *** p < 0.0001 vs el grupo 0.0 mA. n = 10 por

grupo.

En la latencia de retencioén, la cual fue registrada después del entrenamiento, la
prueba Kruskal Wallis mostré diferencias significativas entre los grupos 0.0 mA, 1.0 mAy 3.0
mA (He) = 25.01, p < 0.0001). ElI post hoc U de Mann Whitney reporta diferencias
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significativas entre 0.0 mA y 1.0 mA (p = 0.0001), 0.0 mA y 3.0 mA (p < 0.0001), pero no
entre 1.0 mAy 3.0 mA (p = 0.1681) (Fig. 22C).

4.2 Densidad total de espinas dendriticas de las MSNs del estriado dorsal y nucleo

accumbens

En la figura 12 se muestra un ejemplo del estriado dorsal (dorsolateral y dorsomedial)
y ventral (nucleo accumbens core y shell) tefidos con la técnica Golgi-Cox; cada region tiene
un acercamiento en el que se muestra una neurona mediana espinosa representativa;
también se muestra los diferentes tipos de espinas dendriticas que fueron cuantificados

(larga, hongo, corta bifurcada y multi-cabeza).

4.2.1 Estriado dorsolateral

La densidad de espinas dendriticas producidas en la evocacion de la memoria de
evitacién inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en la region dorsolateral son
significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, F@4,15 = 26.248, p < 0.0001); el post hoc
Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y los grupos 0.0 mA (p =
0.0003), 1.0 mA (p < 0.0001) y 3.0 mA (p < 0.0001). Sin embargo, no hay diferencias
significativas entre el grupo intacto y Sch (p = 0.1534) (Fig. 23A).

El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 3.0 mA (p = 0.0007) y Sch (p
= 0.0060). Pero no es diferente de 1.0 mA (p = 0.1208). También se observan diferencias
significativas en el grupo 1.0 mA con respecto 3.0 mA (p = 0.0189) y Sch (p = 0.0002); el
grupo 3.0 mA es diferente de Sch (p < 0.0001) (Fig. 23A).

4.2.2 Estriado dorsomedial

La densidad de espinas dendriticas producidas en la evocacion de la memoria de

evitacion inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en la region dorsomedial son
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significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, F4,15) = 33.530, p < 0.0001); el post hoc
Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y los grupos 0.0 mA (p =
0.0016), 1.0 mA (p < 0.0001), 3.0 mA (p < 0.0001). Sin embargo, no hay diferencias
significativas entre el grupo intacto y Sch (p = 0.0928) (Fig. 23B).

El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 1.0 mA (p = 0.0054) y 3.0 mA
(p < 0.0001), pero no es diferente de Sch (p = 0.1788). También se observan diferencias
significativas en el grupo 1.0 mA con respecto 3.0 mA (p = 0.0012) y Sch (p = 0.0012); el
grupo 3.0 mA es diferente de Sch (p < 0.0001) (Fig. 23B).

4.2.3 Nucleo accumbens core

La densidad de espinas dendriticas producidas en la evocacion de la memoria de
evitacidon inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en el nucleo accumbens core son
significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, F@4,15 = 6.030, p = 0.0042); el post hoc
Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y los grupos 1.0 mA (p =
0.0133) y 3.0 mA (p = 0.0005). Sin embargo, no hay diferencias significativas entre el grupo
intactoy 0.0 mA (p = 0.2231) y Sch (p = 0.3022) (Fig. 23C).

El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 3.0 mA (p = 0.0061); pero no
es diferente de 1.0 mA (p = 0.1460) ni de Sch (p = 0.1460). Tampoco se observan
diferencias significativas en el grupo 1.0 mA con respecto 3.0 mA (p = 0.1188) y Sch (p =
0.1030). Sin embargo, el grupo 3.0 mA es diferente de Sch (p = 0.0040) (Fig. 23C).

4.2.4 Nucleo accumbens shell

La densidad de espinas dendriticas producidas en la evocacion de la memoria de
evitacion inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en el nucleo accumbens shell son
significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, F@4,15 = 11.796, p = 0.0002); el post hoc
Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y los grupos 0.0 mA (p =
0.0018), 1.0 mA (p = 0.0004), 3.0 mA (p < 0.0001) y Sch (p = 0.0406) (Fig. 23D).
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El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 3.0 mA (p = 0.0190); pero no
es diferente de 1.0 mA (p = 0.4615) y Sch (p = 0.1205). Tampoco se observan diferencias
significativas en el grupo 1.0 mA con respecto 3.0 mA (p = 0.0806); pero si difiere de Sch (p =
0.0297). También es diferente el grupo 3.0 mA de Sch (p = 0.0007) (Fig. 23D).
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Figura 23. Densidad total de espinas dendriticas en el estriado dorsal y ventral observadas durante la
evocacion de la memoria. A. Estriado dorsolateral; B. Estriado dorsomedial; C. Nucleo accumbens
core; D. Nucleo accumbens shell. INT, intacto; Sch, Solo choque de 3.0 mA; grupos entrenados con
choque eléctrico de 0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA respectivamente. * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.0001
vs INT. 2p < 0.05 a 0.0001 vs Sch; °p < 0.05 a 0.0001 vs 0.0 mA. °p < 0.05 a 0.0001 vs 1.0 mA.
Cada barra representa promedio = error estandar de 40 MSNs, obtenidas de cuatro ratas en cada
condicién.
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4.3 Morfologia de las espinas dendriticas de las MSN del estriado dorsal y nucleo
accumbens

A continuacion se describen los resultados obtenidos por tipo de espina dendritica en

cada una de las regiones del estriado dorsal y ventral.

4.3.1 Estriado dorsolateral

4.3.1.1 Espinas dendriticas tipo larga en el estriado dorsolateral

La proporcion de espinas dendriticas tipo larga producidas en la evocacion de la
memoria de evitacion inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en la region
dorsolateral son significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, F@,15 = 38.723, p <
0.0001); el post hoc Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y los
grupos 1.0 mA (p < 0.0001), 3.0 mA (p < 0.0001). Sin embargo, el grupo intacto no es
diferente significativamente de 0.0 mA (p = 0.1166) y Sch (p = 0.1073) (Fig. 24A).

El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 1.0 mA (p < 0.0001) y 3.0 mA
(p < 0.0001) y Sch (p = 0.0041). También se observan diferencias significativas en el grupo
1.0 mA con respecto a Sch (p < 0.0001); pero no es diferente de 3.0 mA (p = 0.2202); el
grupo 3.0 mA es diferente estadisticamente de Sch (p < 0.0001) (Fig. 24A).

4.3.1.2 Espinas dendriticas tipo hongo en el estriado dorsolateral

La proporcién de espinas dendriticas tipo hongo producidas en la evocacion de la
memoria de evitacién inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en la region
dorsolateral son significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, Fu4,15 = 75.916, p <
0.0001); el post hoc Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y los
grupos 0.0 mA (p = 0.0112), 1.0 mA (p < 0.0001) y 3.0 mA (p < 0.0001). Sin embargo, no hay
diferencias significativas entre el grupo intacto y Sch (p = 0.7767) (Fig. 24B).
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El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 1.0 mA (p < 0.0001), 3.0 mA
(p <0.0001) y Sch (p =0.0062). También se observan diferencias significativas en el grupo
1.0 mA con respecto 3.0 mA (p < 0.0001) y Sch (p < 0.0001); el grupo 3.0 mA es diferente de
Sch (p < 0.0001) (Fig. 24B).
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Figura 24. Tipos de espinas dendriticas en el estriado dorsolateral. A. Larga; B. Hongo; C. Corta; D.
Bifurcada; E. Multi-cabeza. INT, intacto; Sch, Solo choque de 3.0 mA; grupos entrenados con choque
eléctrico de 0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA respectivamente. * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.0001 vs INT; ?p
< 0.05, #@p < 0.01 entre grupos. Nota: diferentes escalas en las graficas. Cada barra representa

promedio * error estandar de 40 MSNs, obtenidas de cuatro ratas en cada condicion.
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4.1.3.3 Espinas dendriticas tipo corta en el estriado dorsolateral

La proporcién de espinas dendriticas tipo corta producidas en la evocacion en las
neuronas espinosas medianas en la region dorsolateral no son significativamente diferentes
entre grupos (ANOVA, F4,15) = 1.983, p = 0.1566) (Fig. 4C).

4.1.3.4 Espinas dendriticas tipo bifurcada en el estriado dorsolateral

La proporciéon de espinas dendriticas tipo bifurcada producidas en la evocacién de la
memoria de evitacion inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en la region
dorsolateral son significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, Fa,15 = 19.336, p <
0.0001); el post hoc Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y 1.0
mA (p = 0.003), 3.0 mA (p < 0.0001). Sin embargo, no hay diferencias significativas entre el
grupo intacto y 0.0 mA (p = 0.7989) y Sch (p = 0.0826) (Fig. 24D).

El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 1.0 mA (p = 0.0002) y 3.0 mA
(p < 0.0001) pero no del grupo Sch (p = 0.0512). También se observan diferencias
significativas en el grupo 1.0 mA con respecto 3.0 mA (p = 0.0410) y Sch (p = 0.0124); el
grupo 3.0 mA es diferente de Sch (p = 0.0001) (Fig. 24D).

4.1.3.5 Espinas dendriticas tipo multi-cabeza en el estriado dorsolateral

La proporcion de espinas dendriticas multi-cabeza producidas en la evocacion de la
memoria de evitacidn inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en la region
dorsolateral son significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, F@4,15 = 3.508, p =
0.0327); el post hoc Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y 1.0
mA (p = 0.0152), 3.0 mA (p = 0.0436) y Sch (p = 0.0405). Sin embargo, no hay diferencias
significativas entre el grupo intacto y 0.0 mA (p > 0.05) (Fig. 24E).

El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 1.0 mA (p = 0.0152), 3.0 mA

(p = 0.0366) y Sch (p = 0.0405). También se observan diferencias significativas en el grupo
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1.0 mA con respecto Sch (p = 0.0152); pero no difiere de 3.0 mA (p = 0.4735); el grupo 3.0
mA no es diferente de Sch (p = 0.0636) (Fig. 24E).

4.1.3.6 Espinas dendriticas no clasificadas en el estriado dorsolateral

La proporcion de espinas dendriticas tipo otras producidas en la evocacion en las
neuronas espinosas medianas en la region dorsolateral no son significativamente diferentes
entre grupos (ANOVA, F@4,15) = 1.035, p = 0.4216).

4.1.4 Estriado dorsomedial

4.1.4.1 Espinas dendriticas tipo larga en el estriado dorsomedial

La proporcion de espinas dendriticas tipo larga producidas en la evocacion de la
memoria de evitacidn inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en la region
dorsomedial son significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, F@a,15 = 55.893, p <
0.0001); el post hoc Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y los
grupos 0.0 mA (p = 0.0360), 1.0 mA (p < 0.0001), 3.0 mA (p < 0.0001). Sin embargo, no hay
diferencias significativas entre el grupo intacto y Sch (p = 0.4881) (Fig. 25A).

El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 1.0 mA (p < 0.0001) y 3.0 mA
(p < 0.0001), pero no es diferente de Sch (p = 0.2532). También se observan diferencias
significativas en el grupo 1.0 mA con respecto 3.0 mA (p = 0.0191) y Sch (p < 0.0001); el
grupo 3.0 mA es diferente de Sch (p < 0.0001) (Fig. 25A).

4.1.4.2 Espinas dendriticas tipo corta en el estriado dorsomedial

La proporciéon de espinas dendriticas tipo corta producidas en la evocacion en las
neuronas espinosas medianas en la region dorsomedial no son significativamente diferentes
entre grupos (ANOVA, Fu4,15 = 2.733, p = 0.0686) (Fig. 25C).
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Figura 25. Tipos de espinas dendriticas en el estriado dorsomedial. A. Larga; B. Hongo; C. Corta; D.
Bifurcada; E. Multi-cabeza. INT, intacto; Sch, Solo choque de 3.0 mA; grupos entrenados con choque
eléctrico de 0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA respectivamente. * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.0001 vs INT; ?p
< 0.05, ®p < 0.01 entre grupos. Nota: diferentes escalas en las graficas. Cada barra representa
promedio * error estandar de 40 MSNs, obtenidas de cuatro ratas en cada condicién.
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4.1.4.3 Espinas dendriticas tipo bifurcada en el estriado dorsomedial

La proporciéon de espinas dendriticas tipo bifurcada producidas en la evocacién de la
memoria de evitacion inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en la region
dorsomedial son significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, F@a,15 = 9.673, p =
0.0004); el post hoc Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y 3.0
mA (p = 0.0014). Sin embargo, no hay diferencias significativas entre el grupo intacto y 0.0
mA (p =0.1719), 1.0 mA (p = 0.1104) y Sch (p = 0.3058) (Fig. 25D).

El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 1.0 mA (p = 0.0069) y 3.0 mA
(p < 0.0001), pero no es diferente de Sch (p = 0.7133). También se observan diferencias
significativas en el grupo 1.0 mA con respecto 3.0 mA (p = 0.0436) y Sch (p = 0.0147); el
grupo 3.0 mA es diferente de Sch (p = 0.0002) (Fig. 25D).

4.1.4.4 Espinas dendriticas tipo multi-cabeza en el estriado dorsomedial

La proporcion de espinas dendriticas multi-cabeza producidas en la evocaciéon de la
memoria de evitacion inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en la region
dorsomedial son significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, F@a,15 = 9.265, p =
0.0006); el post hoc Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y 1.0
mA (p < 0.05) y 3.0 mA (p = 0.0014). Sin embargo, no hay diferencias significativas entre el
grupo intactoy 0.0 mA (p = 0.1719) y Sch (p = 0.3058) (Fig. 25E).

El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 1.0 mA (p < 0.05) y 3.0 mA (0
= 0.0002), pero no es diferente de Sch (p = 0.0002). También se observan diferencias
significativas en el grupo 1.0 mA con respecto 3.0 mA (p = 0.0007) y Sch (p < 0.05); el grupo
3.0 mA es significativamente mayor que Sch (p = 0.0002) (Fig. 25E).

4.1.4.5 Espinas dendriticas no clasificadas en el estriado dorsomedial

La proporcién de espinas dendriticas no clasificadas producidas en la evocacion en las
neuronas espinosas medianas en la region dorsomedial no son significativamente diferentes

entre grupos (ANOVA, F@4,15) = 2.733, p = 0.0686).
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4.1.5 Nucleo accumbens core

4.1.5.1 Espinas dendriticas tipo larga en el nicleo accumbens core

La proporcion de espinas dendriticas tipo larga producidas en la evocacion de la
memoria de evitacion inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en el nucleo
accumbens core son significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, F@4,15 = 16.979, p <
0.0001); el post hoc Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y los
grupos 1.0 mA (p = 0.0003), 3.0 mA (p < 0.0001) y Sch (p < 0.0001). Sin embargo, el grupo
intacto no es diferente significativamente de 0.0 mA (p = 0.1010) (Fig. 26A).

El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 1.0 mA (p = 0.0099), 3.0 mA
(p = 0.0002) y Sch (p = 0.0003). Sin embargo, no se observan diferencias significativas en el
grupo 1.0 mA con respecto a 3.0 mA (p = 0.0723) y Sch (p = 0.1192); el grupo 3.0 mA no
difiere estadisticamente de Sch (p = 0.7825) (Fig. 26A).

4.1.5.2 Espinas dendriticas tipo hongo en el nacleo accumbens core

La proporciéon de espinas dendriticas tipo hongo producidas en la evocacion de la
memoria de evitacion inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en el nucleo
accumbens core son significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, F@4,15) = 66.713, p <
0.0001); el post hoc Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y los
grupos 1.0 mA (p < 0.0001), 3.0 mA (p < 0.0001) y Sch (p < 0.0001). Sin embargo, el grupo
intacto no es diferente significativamente de 0.0 mA (p = 0.1267) (Fig. 26B).

El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 1.0 mA (p < 0.0001), 3.0 mA
(p < 0.0001) y Sch (p < 0.0001). También se observan diferencias significativas en el grupo
1.0 mA con respecto a 3.0 mA (p = 0.0006) y Sch (p = 0.0002); el grupo 3.0 mA no es
diferente estadisticamente de Sch (p = 0.5508) (Fig. 26B).
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Figura 26. Tipos de espinas dendriticas en el nucleo accumbens core. A. Larga; B. Hongo; C. Corta;
D. Bifurcada; E. Multi-cabeza. INT, intacto; Sch, Solo choque de 3.0 mA; grupos entrenados con
choque eléctrico de 0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA respectivamente. * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.0001
vs INT; ?p < 0.05, #p < 0.01 entre grupos. Nota: diferentes escalas en las graficas. Cada barra
representa promedio * error estandar de 40 MSNs, obtenidas de cuatro ratas en cada condicion.
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4.1.5.3 Espinas dendriticas tipo corta en el nucleo accumbens core

La proporcion de espinas dendriticas tipo corta producidas en la evocacion en las
neuronas espinosas medianas en el nucleo accumbens core no son significativamente
diferentes entre grupos (ANOVA, F@4,15 = 0.572, p = 0.6874) (Fig. 26C).

4.1.5.4 Espinas dendriticas tipo bifurcada en el ndcleo accumbens core

La proporciéon de espinas dendriticas tipo bifurcada producidas en la evocacién de la
memoria de evitacion inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en el nucleo
accumbens core son significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, F@4,15) = 14.952, p <
0.0001); el post hoc Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y los
grupos 3.0 mA (p < 0.0001) y Sch (p = 0.0230). Sin embargo, el grupo intacto no es diferente
significativamente de 0.0 mA (p = 0.8429) y 1.0 mA (p = 0.1259) (Fig. 26D).

El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 3.0 mA (p < 0.0001) y Sch (p
= 0.0154). Sin embargo, no se observan estas diferencias entre 0.0 mA y 1.0 mA (p =
0.0884). Se encontraron diferencias significativas en el grupo 1.0 mA con respecto a 3.0 mA
(p = 0.0002); pero no con Sch (p = 0.3764); el grupo 3.0 mA es diferente estadisticamente de
Sch (p = 0.0011) (Fig. 26D).

4.1.5.5 Espinas dendriticas tipo multi-cabeza en el nacleo accumbens core

La proporcion de espinas dendriticas tipo multi-cabeza producidas en la evocaciéon de
la memoria de evitacion inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en el nucleo
accumbens core son significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, F@,15) = 2.465, p =
0.0899); el post hoc Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y los
grupos 1.0 mA (p = 0.0233) y 3.0 mA (p = 0.0306). Sin embargo, el grupo intacto no es
diferente significativamente de 0.0 mA (p > 0.05) y Sch (p > 0.05) (Fig. 26E).

El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 1.0 mA (p = 0.0233) y 3.0 mA
(p = 0.0364). Sin embargo, no se observan estas diferencias entre 0.0 mA y Sch (p > 0.05).
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Se encontraron diferencias significativas en el grupo 1.0 mA con respecto a Sch (p = 0.0233);
pero no con 3.0 mA (p > 0.05); el grupo 3.0 mA es diferente estadisticamente de Sch (p <
0.05) (Fig. 26E).

4.1.5.6 Espinas dendriticas no clasificadas en el nicleo accumbens core

La proporcion de espinas dendriticas tipo otras producidas en la evocacion en las
neuronas espinosas medianas en el nucleo accumbens core no son significativamente
diferentes entre grupos (ANOVA, F4,15) = 3.839, p = 0.2416).

4.1.6 Nucleo accumbens shell

4.1.6.1 Espinas dendriticas tipo larga en el nicleo accumbens shell

La proporcion de espinas dendriticas tipo larga producidas en la evocacion de la
memoria de evitacion inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en el nucleo
accumbens shell son significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, F,15) = 40.466, p <
0.0001); el post hoc Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y los
grupos 1.0 mA (p < 0.0001), 3.0 mA (p < 0.0001) y Sch (p < 0.0001). Sin embargo, el grupo
intacto no es diferente significativamente de 0.0 mA (p = 0.1669) (Fig. 27A).

El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 1.0 mA (p = 0.0001), 3.0 mA
(p < 0.0001) y Sch (p < 0.0001). También se observan diferencias significativas en el grupo
1.0 mA con respecto a 3.0 mA (p = 0.0036) y Sch (p = 0.0182); sin embargo, el grupo 3.0 mA
no es diferente estadisticamente de Sch (p = 0.4382) (Fig. 27A).

4.1.6.2 Espinas dendriticas tipo hongo en el nucleo accumbens shell

La proporcién de espinas dendriticas tipo hongo producidas en la evocacion de la

memoria de evitacion inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en el nucleo
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accumbens shell son significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, F 4,15 = 68.494, p <
0.0001); el post hoc Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y los
grupos 1.0 mA (p < 0.0001), 3.0 mA (p < 0.0001) y Sch (p < 0.0001). Sin embargo, el grupo
intacto no es diferente significativamente de 0.0 mA (p = 0.9765) (Fig. 27B).

El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 1.0 mA (p < 0.0001), 3.0 mA
(p < 0.0001) y Sch (p < 0.0001). También se observan diferencias significativas en el grupo
1.0 mA con respecto a 3.0 mA (p = 0.0236) y Sch (p < 0.0001); el grupo 3.0 mA es diferente
estadisticamente de Sch (p = 0.0039) (Fig. 27B).

4.1.6.3 Espinas dendriticas tipo corta en el nacleo accumbens shell

La proporcion de espinas dendriticas tipo corta producidas en la evocacion en las
neuronas espinosas medianas en el nucleo accumbens shell no son significativamente
diferentes entre grupos (ANOVA, F@4,15 = 0.733, p = 0.5838) (Fig. 27C).

4.1.6.4 Espinas dendriticas tipo bifurcada en el nicleo accumbens shell

La proporciéon de espinas dendriticas tipo bifurcada producidas en la evocacién de la
memoria de evitacion inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en el nucleo
accumbens shell son significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, F@4,15 = 4.093, p =
0.0194); el post hoc Bonferroni reporta diferencias significativas entre el grupo intacto y los
grupos 3.0 mA (p = 0.0067). Sin embargo, el grupo intacto no es diferente significativamente
de 0.0 mA (p = 0.5655) y 1.0 mA (p = 0.5466) Sch (p = 0.2618) (Fig. 27D).

El grupo 0.0 mA es diferente estadisticamente del grupo 3.0 mA (p = 0.0020). Sin
embargo, no se observan estas diferencias con respecto a 1.0 mA (p = 0.2471) y Sch (p =
0.0999). Se encontraron diferencias significativas en el grupo 1.0 mA con respecto a 3.0 mA
(p = 0.0234); pero no con Sch (p = 0.5908); el grupo 3.0 mA no es diferente estadisticamente
de Sch (p = 0.0671) (Fig. 27D).
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Figura 27. Tipos de espinas dendriticas en el nucleo accumbens shell. A. Larga; B. Hongo; C. Corta;
D. Bifurcada; E. Multi-cabeza. INT, intacto; Sch, Solo choque de 3.0 mA; grupos entrenados con
choque eléctrico de 0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA respectivamente. * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.0001
vs INT; 2p < 0.05, #@p < 0.01 entre grupos. Nota: diferentes escalas en las gréaficas. Cada barra
representa promedio * error estandar de 40 MSNs, obtenidas de cuatro ratas en cada condicion.
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4.1.6.5 Espinas dendriticas tipo multi-cabeza en el nicleo accumbens shell

La proporcion de espinas dendriticas tipo multi-cabeza producidas en la evocacion de
la memoria de evitacion inhibitoria en las neuronas espinosas medianas en el nucleo
accumbens Shell no son significativamente diferentes entre grupos (ANOVA, F,15) = 1.623, p
= 0.2202) (Fig. 27E).

4.1.6.6 Espinas dendriticas no clasificadas en el nacleo accumbens shell
La proporcidn de espinas dendriticas no clasificadas producidas en la evocacién en las

neuronas espinosas medianas en el nucleo accumbens shell no son significativamente
diferentes entre grupos (ANOVA, F@4,15) = 0.517, p = 0.7243).

93



4.3 Resumen de los resultados del experimento 2

Estriado Dorsolateral

Contexto Choque Moderado Alto
Total N - N ™
Larga - - 8% N%
Hongo N - 0 M
Corta - - - -

Estriado Dorsomedial

Contexto Choque Moderado Alto
Total N - 0 N
Larga N2 - 8% 2
Hongo - - 0 ™
Corta - - - -

Nucleo accumbens core

Contexto Choque Moderado Alto
Total - - 0 0
Larga - Vv 8% 8%
Hongo - N 0 N
Corta - - - -

Nucleo accumbens shell

Contexto Choque Moderado Alto
Total N N N 0
Larga - Vv 8% 2
Hongo - N 0 N
Corta - - - -

Tabla 3. Resumen de los resultados obtenidos en la densidad total de espinas dendriticas y en la
proporcion de espinas tipo larga, hongo y corta en el estriado dorsomedial, dorsolateral, accumbens
core y shell durante la evocaciéon de la memoria de la tarea de evitacion inhibitoria. Se muestra con
flechas el cambio con respecto al grupo intacto y el simbolo + indica que el cambio es mayor con
respecto al grupo 1.0 mA.
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5. Discusion

En este experimento se encontraron varios hallazgos que se describen a continuacion:
(1) Se ha observado que la evocacion de la memoria de evitacion inhibitoria con un
entrenamiento moderado y sobrerreforzado produce cambios estructurales en las neuronas
medianas espinosas del estriado dorsal y el nucleo accumbens.
En la regiéon dorsomedial y dorsolateral del estriado el aumento en la densidad total de
espinas dendriticas durante la evocacion de la memoria de El es proporcional a la intensidad
del choque eléctrico administrado durante el entrenamiento. Cabe resaltar que en ninguna de
las dos regiones dorsales del estriado se encontré un cambio asociado unicamente a la
administracion del choque eléctrico.

En el nucleo accumbens core y shell, la espinogénesis es producida por el estimulo
eléctrico administrado tanto en los grupos entrenados con choque alto y moderado, como en
el grupo que recibio el choque eléctrico unicamente sin haber sido sometido al entrenamiento

ni a la prueba de la memoria de El.

El aumento en la produccion de espinas dendriticas durante la evocacion de la
memoria también ha sido reportado en la tarea de condicionamiento de miedo al contexto
(Moczulska et al., 2013). Asi mismo, la inhibicién de la Cdc42 (proteina de sefalizacion que
participa directamente en la reorganizacion de la actina) en el CA1 del hipocampo durante la
recuperacion de una memoria de condicionamiento de miedo, produjo una disminucién en la
densidad total de espinas dendriticas en esta region del hipocampo. Lo cual también produjo
un deterioro en la memoria de dichos animales (Kim, Wang, Soderling, & Yasuda, 2014).
Estos resultados sugieren que la evocacion de la memoria es una etapa dinamica en la que

podrian observarse cambios importantes en la plasticidad estructural neuronal.

(2) Se observé una disminucion en la proporcion de las espinas tipo larga conforme
aumenta la proporcion de espinas tipo hongo en el estriado dorsomedial y dorsolateral de los
animales que evocaron la tarea de El con un entrenamiento moderado e incrementado. Sin

embargo, este efecto es mas notable en los animales sobrerreforzados. En ninguna de las
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dos regiones dorsales del estriado se encontrdé un cambio producido por la administracion del
choque eléctrico unicamente.

En en el nucleo accumbens core y shell encontramos un efecto similar, es decir, una
disminucion en la proporcién de espinas tipo larga y un aumento en las espinas tipo hongo.
Esta dinamica fue observada en los grupos que evocaron la tarea de El entrenada con
choque eléctrico moderado y alto, asi como en los animales que recibieron la estimulacion
eléctrica sin entrenamiento. Esto nos hace pensar que los cambios estructurales que ocurren

en esta estructura cerebral ocurren en respuesta a la estimulacion aversiva unicamente.

Como bien se menciond en el primer experimento, existe una clara diferenciacion en
las aferencias del estriado dorsal y del nucleo accumbens. En la region dorsomedial y
dorsolateral se esta procesando informacion que tiene que ver con la navegacion espacial y
la memoria de procedimiento (Lozano et al., 2013; Packard & Knowlton, 2002). Mientras que
el nucleo accumbens esta involucrado en el procesamiento de informacién aversiva y de
recompensa principalmente (Carlezon & Thomas, 2009; Setlow, 1997).

Por ello, es posible que la conectividad diferencial en estas estructuras cerebrales
pueda provocar esta diferenciacion morfolégica en las espinas dendriticas observada durante

la evocacion de la memoiria.

Actualmente, se desconoce el efecto de la evocacion de la memoria de evitacion
inhibitoria sobre la liberacidn de corticosterona. No obstante, es de esperarse que la re-
exposicion a un contexto asociado a un estimulo aversivo pueda producir un aumento en la
concentracion de corticosterona en sangre. Se ha reportado que la administracién de
corticosterona directamente en el hipocampo y la amigdala previo a la evocacion de una
memoria aversiva produce un deterioro de la misma (Atsak et al., 2016; Schwabe, Joéls,
Roozendaal, Wolf, & Oitzl, 2012). Estos datos sugieren que la corticosterona y sus
receptores cerebrales podrian estar participando activamente durante la evocacién de la

memoria.

El aumento tanto de la densidad total de las espinas dendriticas como en la proporcidn

de las espinas tipo hongo puede estar ocurriendo a través de la activacion de la via no
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genomica de los receptores a glucocorticoides. Se ha observado que durante la evocacion de
la memoria de diferentes paradigmas conductuales como el condicionamiento de miedo, la
tarea de evitacion inhibitoria y en la memoria olfativa no se requieren moléculas que estan
involucradas en las cascadas de sefializacidon gendmicas, tal es el caso de los factores de
transcripcion, sintesis de ARNm y traduccion de proteinas de novo (Tronel & Sara, 2002;
Tronson et al., 2012; Vianna, lgaz, Coitinho, Medina, & Izquierdo, 2003). En cambio, se ha
demostrado que durante la evocacion de la memoria es necesaria la funcién de algunas
moléculas que hacen parte de las cascadas de sefalizacion no gendmica, por ejemplo, las
quinasas PKA, PKC y la MAPK (Barros et al., 2000; Miller & Marshall, 2005; Valjent, Corbillé,
Bertran-Gonzalez, Hervé & Girault, 2006).

Estos resultados nos permiten inferir que el proceso de evocacion de la memoria es un
proceso dinamico, es decir, una vez que esa informacién que fue almacenada, puede ser
recuperada por el animal para la toma de decisiones en un contexto especifico y de esta
forma esta informacion esta disponible continuar con uno de tantos procesos que pueden
estar relacionados con la continuidad de la memoria, tal es el caso de la extincion la

conducta de evitacion inhibitoria, la actualizacion o la reconsolidacion.

En el caso de las memorias altamente aversivas, como en el desorden de estrés
postraumatico es importante conocer cuales son los mecanismos moleculares, estructurales
y funcionales que permiten que la recuperacion de esta informacion sea tan fuerte y poco
susceptible a ser modificada o eliminada. De esta manera poder hallar un mecanismo por el

cual pueda ser tratado.
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VIIl. CONCLUSIONES

Los animales entrenados en la tarea de El con un choque eléctrico alto (3.0 mA)
muestran una mayor resistencia a la extincion, es decir, una mayor persistencia de la

memoria que los animales entrenados con un estimulo eléctrico moderado (1.0 mA).

El entrenamiento incrementado (3.0 mA) en la tarea de El puede producir cambios
morfolégicos muy estables y duraderos, los cuales permiten que el almacenamiento

de esta informacién sea dificil de extinguir.

Existe una clara regionalizacion en el procesamiento de informacién de una tarea de
El producida por la conectividad diferencial del estriado dorsal y el nucleo accumbens,
dada por los tres sistemas de memoria (espacial, procedimiento y emocional) que

pueden modificar la plasticidad estructural.

A diferencia de lo que se ha creido hasta el momento, la evocacion de la memoria es
un proceso dinamico capaz de producir cambios estructurales como punto de inicio a
otras etapas de la memoria como son la extincion, la actualizacibn o la

reconsolidacion.
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IX. PERSPECTIVAS

Teniendo en cuenta que los cambios en la densidad y en la morfologia de las espinas
dendriticas ocurren como consecuencia de la intensidad de la intensidad del aprendizaje, es
necesario evaluar si la inhibicion en la formacion de las espinas dendriticas pudieran evitar
que ocurra el efecto protector de la memoria observado en los animales que son tratados con
tratamientos amnésicos durante la consolidacion de la memoria.

Evaluar la participacion de los glucocorticoides, principalmente la corticosterona y la
activacion de la via no gendmica durante la consolidacion de la memoria de evitacion
inhibitoria sobrerreforzada.

Confirmar si el efecto protector de la memoria que ha sido ampliamente reportado,
depende de la participacion de los glucocorticoides en las diferentes regiones estriatales.
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A growing body of evidence indicates that treatments that typically
impair memory consolidation become ineffective when animals are
given intense training. This effect has been obtained by treatments
interfering with the neural activity of several brain structures,
induding the dorsal striatum. The mechanisms that mediate this
phenomenon are unknown. One possibility is that intense training
promotes the transfer of information derived from the enhanced
training to a wider neuronal network. We now report that inhibitory
avoidance (1A} induces mushroom spinogenesis in the medium spiny
neurons (MSNs) of the dorsal striatum in rats, which is dependent
upon the intensity of the foot-shock used for training; that is, the
effect is seen anly when high-intensity foot-shock is used in training.
We also found that the relative density of thin spines was reduced.
These changes were evident at 6 h after training and persisted for at
least 24 h afterward, Importantly, foot-shock alone did not increase
spinogenesis. Spine density in MSNs in the accumbens was also
increased, but the increase did not correlate with the assodative
process invalved in IA; rather, it resulted from the administration of
the aversive stimulation alone. These findings suggest that mush-
room spines of MSHs of the dorsal striatum receive afferent in-
formation that is involved in the integrative activity necessary for
memory consolidation, and that intense training facilitates transfer
of information from the dorsal striatum to other brain regions
through augmented spinogenesis.

dendritic spines | dorsal striatum | accumbens | memory consolidation |
intense training

growing body of evidence indicates that reatments that com-
monly produce amnesia become ineffective when animals are
given enhanced traming (i.¢., a ligh number of trining sessions or
relatively high levels of aversive stimulation). This protective effect
against amnesia indveed by imterference with normal activity of
brain muclei has been found in a wide variety of leaming tasks (1).
Extensive evidence indicates that the domsal stratum is intimately
involved in the acquisition, consolidation, and retrieval memory for
many kinds of training experiences (2-5), Interference with cho-
limergic activity of the dorsal strintum and reversible inactivation of
this structure induced after moderate training impair memory
consolidation, However, notably, these treatments ane ineflective in
impairing memory when animals are overtrained (6-10). Such
findings suggesi that intense training may induce functional changes
within the dorsal striatum that prevent the impairment of memory.
Although the dorsal strigtum seems histologically homogeneous,
there is a functional differentiation along its medial-lateral axis
related o memory consolidation (1), Prior studies have shown that
the dorsomedial striatum (DMS) is predominantly involved in
spatial'contextual learning, influencing goal-directed behaviors (12,
13} In contrast, the dorsolateral striatum {D1S) enables the for-
mation of procedural learning (4, 14).
Previous research suggests that memory consolidation may in-
volve changes in the density and morphology of dendritic spines in
the hippocampus, amygdala, and cerebral cortex (15-23), Regarding

wiww pnas, orgiogiidoi 10,107 3/pnas. 1613680113

strigtal spinogenesis, it has been reported that rearing rats in a rich
environment produced an increase i spine density in medium spiny
neurons {MSNs), which is indicative of experience-dependent neu-
ronal modifications in this region (24, 25).

Other lines of research have shown that stressful events induce
the release of corticosterone, which facilitates memory consolida-
tion of a variety of leamning tasks, and that corticosterone release
correlates positively with the intensity of training (26-32), There is
compelling evidence that activation of corticosterone receptors
in the dorsal striatumn, amygdala, hippocampus, and insular cor-
tex facilitate memory consolidation of inhibitory avoidance (IA)
learning (33-36).

Although there are no reports on the mechanisms underlying
synaptogenesis in the striatum, related work shows that corticoste-
rone administration o dorsal hippocampal slices induces  dose-
dependent spinogenesis within the first hour after treatment. This
effect was impeded by blocking NMDA receptors and PI3K,
MAPK, PKC. or PKA (37). Similarly, dexamethasone, a specific
agonist of glucocorticoid receptor, increased the density of mush-
room and thin spines, also within 1 h. These effects were blocked by
RLI-38486, an antagonist of the g bth(‘DC[]!‘ll[‘nld receptor (38). Thus,
these quick effects on mushroom genesis indicate that they are not
genomic and that spimogenesis was induced via membrane-localized
glucocorticoid receptors (39) and multiple kinase pathways (40-42).

Based on the foregoing, we hypothesized that in both DMS
and DLS, intense training of [A would induce enhanced genesis
of mushroom spines, which are thought to be a substrate of

Significance

Imterference with activity of cerebral structures, including the
dorsal striatum, produces amnesia after moderate levels of
training; such interference, nonetheless, becomes ineffective
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are unknown. This report shows an increase in relative density of
mushroom spines in medium spiny neurons (MSNs) of the dorsal
striatum, which depends upon the intensity of training; relative
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the other hand, is augmented after noncontingent administration
of a foot-shock alone. These findings suggest that increased
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from the dorsal striatum to other cerebral structures.
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long-term memory (LTM) because of their longevity and strue-
tural and functional characteristics (43-45). If such spinogenesis
occurred, then it might represent the basis of the protective effects
of mtense training against amnestc reatments that are adminis-
tered to the dorsal striatum, as is the case with the administration
of cholinergic and sodium channel blockers (8-10). which impede
the activation of acetylcholine receptors and the production of
action potentials, respectively, therefore inhibiting synaptic trans-
mission. Thus, increased mushroom spine production could con-
stitute a mechanism to store and relay information derived from
the enhanced leaming experience; by contrast, low or moderate
levels of training would induce a limited increase of mushroom
spines, which would not be sufficient to overcome the amnestic
effects of treatments that interfere with neuronal activity of the
dorsal striatum. Once normal activity 15 recovered, the increased
density of mushroom spines would allow for strengthened con-
solidation of the task and for facilitated afferent activation of
MSNs from other regions of the brain, In wum, when the animals
are later tested for retention, afferent signals to the dorsal stria-
tum would more easily activate MSN mushroom spines and their
efferent connections.

The aim of this study was to determime whether low and intense
foot-shock used in LA training induces distinct patterns of changes
in dendritic spine density and morphology in the dorsal striatum.
1t wias expected that Dot the LIMS amd LY regions o1 the dorsal
striatum would show the same patterns of spine dynamics because
the LA task entails both spatial and procedural components (46). 1t
was also expected that stronger learning would induce additional
changes in spine density and morphology than weaker learning.

Results

Consolidation and LTM. Becawse one of the mam oljectives of this
study was to evaluate possible changes in spine density and shape
after moderate and intense training, it was important to demonstrate
that traning with 3.0 mA produces stronger learning than training
with 1.0 mA. To this end, we measured resistance to extinction,
which is stronger when o learning experience is also stronger. We
found that animals rrained with 3.0 mA ok signilicantly longer 1o
achicve extinction than animals trained with 1.0 mA (Fig. S14).

We then proceeded to study dendritic spine dynamics associ-
ated with consolidation and L'TM of moderate and enhanced 1A
training. Independent groups of rats were trained with 0.0, 1.0, or
3.0 mA (groups T-0, T-1, and T-3, respectively); half of the groups
were tested for retention at & h, and the other half were tested at
24 h after training, These retention intervals have been shown to
fall within the limits of consolidation and LTM of LA in the rat,
respectively (47).

Al the 6-h interval, significant differences in retention latencies
among the groups became evident [Ho, = 2405, £ < (LODO1];
pairwise comparisons vielded no significant differences between
T-1 ond T-3, which had perfect retention scores (600 ), but each
of them differed from T-0 (24.5-5 retention score) (F < 0,001 for
each comparison). Essentially the same results were found at 24 h
after traiming. A statistical difference was found in retention fa-
tencies among the groups [Hiz, = 26002, P < 0.0001]. T-1 and T-3
had top scoves. significantly higher than the score of T-0 (21.8-
retention soore) (P < (L001 for each companson) (Fig. S1R).

Golgi-Cox Staining. Immediately after retention testing, the brains
of these rats were processed according to the Golgi-Cox pro-
cedure (an explanation of the detailed procedure may be found in
ST Marertals and Methods), In addition to T-0, T-1, and T-3, two
other groups were studied to factor oul the effect of the foot-shock
on spine dynamics, The animals of one control group were put
inside the shock compartment, and a 5.6-5 foot-shock of 3.0 mA
(median duration of foot-shock received by the animals that had
been trained with 3.0 mA) was delivered [shock-only (SO) group
(= 8} half of the animals were killed 6 h later, and the other
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half were killed 24 h later. To determine the density and types of
dendritic spines in basal conditions, the animals of the other
control group (i = 4) were kept under identical living conditions
as the animals used for the behavioral study, but they never left the
bioterium, except for euthanasia [intact (INT) group), Fig, 1 shows
photomicrographs of a representative Golgi-Cox-stained slice
with MSNs from DLS, DMS, nucleus accumbens core (NAcC),
and nueleus accumbens shell (NAcS), as well as the different types
of spines that were analyzed.

Spine Densities in Dorsal and Ventral Striatum. To find owt if the
sping populations in basal conditions were different across the
striatal regions, we performed an analvsis of spine density in DLS,
DMS. NAcC, and NACS of the INT group. There were significant
differences among the four regions [Fiy 5y = 5.62, PP < (L05]. The
Bonferroni test showed that NAcC had significantly higher spine
density (18.84 + 2.26) than NAcS (15.56 = 1.67), DMS (1513 +
144}, and DLS (14,95 £ 1.38) (P < 0,05 for cach comparison) and
that the latter three did not differ from each other (INT groups in
Fig. 2). These results agree well with the results of Meredith et al.
(48), who also found a higher density of spines in NAcC than
in NACS,

Changes in Spine Density in Dorsolateral Striatum. Significant dif-
ferences in spine density among the groups were found during the
consolidation period [Fs = 18206, P < 00K1]. Pairwise
comparisons revealed that there were no significant differences
between the INT and SO groups, INT had a significantly lower
spine density than T-0, T-1, and T-3 (#* < 0.05, £ < (L005, and P <
L0001, respectively). SO had fewer spines than T-0, T-1, and T-3
(P < 005, P < 001, and # < 0.001. respectively). T-0 did not ditfer
from T-1, but it had a lower spine density than T-3 (P < 0.001 and
P 00001, respectively). By the same token, there were signifi-
cant differences in spine density 24 h after training [Fy4 55) = 7.676,
P = 0.005]. There were no significant differences between INT and
S0, and the former had fewer spines than T4, T-1, and T-3 (P <
0L05, P < 0,01, and P < 0.0001, respectively): SO, T-0, and T-1 did
not differ from each other, but they had a lower density of spines

m&%aﬁw

Thin Musghroom Branched Multi-head

Fig. 1. Morphometric analysis. {4) Representative coronal slice impregnated
with the Golgi-Cox stain. {insets) Representative MSNs from the four regions
that were analyzed. The DLS (8], DMS (C), NACC (DY), and NAS (E) are shown,
{Magnification: #0x, 0.8 N.A)} Also shown are microphotographs of the dif-
ferent types of spines that were studied: thin {F), mushroom (@), stubby (H),
brandhed i, and multinead U), (Magnification: 100x, 1.25 N.A) (Seale bar: 2 um.)
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Fig. 2. Dendritic spine density in dorsal and ventral striatum observed
during consolidation {6 h) and LTM (24 h) of 1A training. The DLS (A}, DMS
(B), NACC (C), and NACS (D) are shoawn. The T-0, T-1, and T-3 groups were
trained with 0.0 ma, 1.0 ma&, and 3.0 mA, respectively, *F < 0.05, **F < 0.01,
*+=P < 0.0007 vs, INT, Each bar represents mean + SEM of 40 MSNs, obtained
from four rats in each condition

than T-3 (£ < 00005, P < 0.01, and P < 0.05, respectively) (Fig.
24). The two-way ANOVA (treatment x retention interval)
showed that there was not a significant interaction between these
twi variables [ 3., = 000, P = 0.97].

Changes in Spine Density in Dorsomedial Striatum, There were sig-
nificant changes in dendritic spine density during the consolidation
stage (ie., at the 6-h retention interval [Fy s = 21120, P <
0.0001]). The Bonferroni test revealed that INT did not differ
from S0, On the other hand, T-0), T-1, and T-3 showed a signif-
icant increase in spine density compared with INT (P < 0.05, P <
000, and P < 046K, respectively); T-3 also showed more spines
than SO, T-0, and T-1 {(f < 0.0001, P < 0.0001, and P < 0.05,
respectively): and T-1 had a higher spine count than S0 (P <
0,05), Practically the same differences observed among the groups
at & h also occurred 24 h after training (LTM) [Fy 5= 1593, P <
D001}, The post hoe analyses showed that INT did not differ
from SO, whereas a higher spine density was observed in T-0, T-1,
and T-3 compared with INT (P < (LO5, P < (LO01, and P < (LODO,
respectively). T-3 also had a higher spine density than SO and T-A0
(P < 00001 and P < 0.000, respectively) (Fig. 28). The two-way
AMOVA (treatment ¥ retention interval) indicated that the in-
teraction between these two variables was not significant [Fy3 2 =
1.73, P = (.19, indicating that there were no signilicant differences
between the 6-h and 24-h groups in any of the treatment conditions.

Changes in Spine Density in Accumbens Core. There were significant
changes in dendritic spine density at the 6-h retention interval
[Fiais = 549, P < (0.01]. The Bonferroni test showed that the
spine density of T-3 was sigmficantly higher than the rest of the
groups (£ values ranging between 0,05 and 0U00035); comparisons
between the remaining pairs of groups were not significant, The
AMNOVA showed no significant differences in the groups at the 24-h
interval [Fis 5 = 1.61, P = 0.22] (Fig. 2C). The treatment x
retention interval interaction was not significant [Fis 24, = 1.56,
£ =10.23].

Changes in Spine Density in Accumbens Shell. Dendritic spine den-
sity changed significantly among the groups during consolidation
[Fiaps = 1465, P < (LOOO1 ], There were no significant differences
between INT and T-0, but INT had fewer spines than 50, T-1, and

Bello-Medina et al.

T-3 (P < 005 P < 0001, and P < 0L00D01, respectively); SO had
fewer spines than T-3 (< 0L005); T-0 had a lower score than T-1
(P < 0.05) and T-3 (P < 00001 ); and T-3 had more spines than
T-1 (7 < (.01). Lastly, the comparisons between SO and T-0 and
Between SO and T-1 did not reach statistical significance. At the
24-h imterval, the ANOVA also showed a significant difference
among groups [F s = 838, P < 0.001]. The post hoc analyses
showed that INT did not differ from 50 and T-0, but it had a
lower spine density than T-1 (P < 0,001 ) and T-3 (P < 0,001}, SO
had a lower score than T-1 (P < (L03) and T=3 (P < 0.005), but not
T T-0 also had a lower spine ratio than T-1 (P < (L03) and T-3
(P < 0L005). T-1 and T-3 did not differ from each other (Fig. 2.
The treatment = retention interval interaction was not significant
[Fis24 =071, P = 0.56].

After having analyzed the changes in striatal spine density
produced by the different experimental and control manipula-
tions, we went on 0 investigate changes in sping morphology that
might be produced by such manipulations.

Thin Spine Ratios in Dorsolateral Striatem. There were signiticant
differgnces among the groups regarding sping ratios at the 6-h
interval [Fig 5, = 877, P < (L001]. The Bonferroni analysis showed
that INT did not differ significantly from SO and Tk INT had a
higher ratio than T-1 (P < 0.01) and T-3 (P < 0.,005). T-0 was not
significantly different from T-1, but it had a higher score than T-3
(P < 001) T-1 and T-3 did not differ from each other. When
spine ratio was analyzed at the 24-h interval, significant differences
among the groups were found [Fiy 5, = 1947, P < 00001]. Pair-
wise comparisons revealed that INT did not differ significantly
from SO, and each of these two groups had o higher ratio than
T-0, T-1, and T-3 (P values ranging from (LO05 to CLODR ). T-0 did
not differ from T-1, but it had a higher ratio of spines than T-3
(< (L05). T-3 and T-1 did not differ from each other (Fig. 34).
The two-way ANOWVA indicated that the treatment » retention
interval interaction was not significant [(Fz 24 = 0.0, P = (0L.75].

Mushroom Spine Ratios in Dorsolateral Striatum. The result of the
AMNOVA indicated significant differences among the groups at the
t-hinterval [Figgs = 43.83, P < 00001] Pairwisc comparisons
showed that INT did not differ significantly from S0, and that these
two groups had lower spine ratios than the rest of the groups
{(# values ranging from (.05 to 00001}, T4 had a significantly lower
spine ratio than T-1 (7 < 005y and T-3 (P < 0.000), and T-3 had a
higher spine ratio than T-1 (P < 0.05). At the 24-h interval, sig-
nificant differences among the groups appeared [Fy 5, = 891, F <
(LOD1]. INT and SO were not significantly different, and their low
ratio differed significantly from T-0, T-1, and T-3 {£ valucs ranging
from (LOOS to (LO00T). Lastly, T-0, T-1, and T-3 did not differ sig-
nificantly from each other (Fg 36), The two-way ANOWVA showed a
nonsignificant treatment = retention interval interaction [£424, = 177,
P =018

Stubby Spine Ratios in Dorsolateral Striatum. There were no sig-
nificant differences in stubby spine ratios among groups at the 6-h
interval [Fiosy = 102, P =043] or al the 24-h imterval [Fla,s =
2.21, P = 0.12] (Fig. 3C). The two-way ANOVA showed a non-
significant treatment » retention interval interaction [Fa, =
1.29, P=0.30],

Branched Spine Ratios in Dorsolateral Striatum. The one-way
ANOVA showed that there were significant differences among
groups at b b aller training |[Fly s) = 54.56, P < 000001, INT, 50O,
and T-0 did not differ significantly from each other, and each of
these groups had significantly lower scores than T-1 and T-3
(P values ranging from 0.0 (o 0.0000 ); T-3 had a higher score than
T-1 (£ < 0.1}, The data collected at the 24-h interval yielded a
significant treatment effect [Fiy 15, = 343, P < 005]. T-3 showed a
significant difference compared with each of the other groups
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Fig. 3. Dendritic spine types in DLS: thin (A), mushroom (8), stubby (C),
branched (D), and multinead (E). The T-0, T-1, and T-3 groups were trained
with 0.0 ma, 1.0 ma, and 3.0 mA, respectively. *# < 0.05, **F < 0.01, ***P <
0.0001 vs, INT. a, P < 0.05 between groups: aa, P < 0.01 between groups.
Note differences in abscissa scales. Each bar represents mean = SEM of 40
MShs, obtained from four rats in each condition

(P values ranging between (05 and (LO0O5) (Fig. 30} The two-
way ANOVA indicated a significant treatment x retention interval
interaction [Fixa = 3.04, P < 05]. The Bonferoni test showed
that in T-3, there was a higher ratio of branched spines at the 6-h
interval than at the 24-h interval (P < 0.05),

Multihead Spine Ratios in Dorsolateral Striatum. There was a sig-
nificant treatment effect at the 6-h interval [Fiy s = 296, P <
0,005), The post hoc test showed that the only significant differ-
ences were between T-3 and each of the rest of the groups
(P values ranging between 0,005 and (L005), When the spine ratio
wais nnalyzed at the 24-h interval, significant differences among the
Broups were found [Fy s, = 1.35, P < 005 The ratio of multibead
spines shown by INT did not differ from S0, bui each of these
groups had significantly lower scores than T-0, -1, and T-3
(P values ranging between (0L05 and 00005 ). T-0 was ot statistically
different from T-1 and T-3, and the latter had a higher score than
T-1 (F < 0.05) {Fig. 3E). The two-way ANOVA indicated a sig-
nificant treatment x retention interval interaction [Fiy ., = 372
P < (L05], as shown by the higher relative ratio of spines at the
24-h inierval relative to the 6-h interval in T-0 (P < 0.05) and in
T-1 (P < 0.05).

Thin Spine Ratios in Dorsomedial Striatum. There were significant
changes in the ratio of thin spines in DMS during consolidation
|Fia15 = 1888, P < 0.0001). The Bonferroni analysis showed that
INT and SO did not differ significantly from ¢ach other and that
they had a higher ratio than T-0, T-1, and T-3 (P values ranging
between (.05 and 0.0001); T-D also showed more thin spincs than
T-1 (P < 001) and T-3 (P < (005}, although the later two did
not differ from each other, The ANOVA also demonstrated a
significam treatment effect at the 24-h interval [Fg 0 = 43,72, P <

dof 10 | www.onas.ona'calidol 10,1073 onas. 16136801113

0.0001). At this interval, INT and SO did not show significant
differences; in twm, each of them had significantly higher scores
than the rest of the groups (P < (LK for each comparison). T
did not differ from T-1, but it had a higher thin spine ratio than
T-3 (P < D005); T-3 also differed from T-1 (P < 0L05) (Fig. 44).
The two-way ANOVA indicated that the foot-shock intensity =
retention interval interaction was nol significant [Fq = 092,
P =044

Mushroom Spine Ratios in Dorsomedial Striatum., The result of the
ANOWVA indicated signiticant differences among the groups at the
6-h interval [Fy 5, = 2289, P < 0.0000], Pairvise comparisons
revealed that INT did net differ from 5O each of these two
groups showed a lower ratio than T<0, T-1, and T-3 {P values
ranging between 0L05 and (LO001). The mushroom spine ratio of
T-0 was lower than T-1 (P < 0,05) and T-3 (P < 0.0001), and the
latter differed from T-1 (P < 0.05). The same pattern of results
emerged at the 24-h interval [Fy 4, = 48.80, P < 0.0001]. There
were no significant differences between INT and SO, and each of
them had a significantly lower ratio than T-0, T-1, and T-3 (P <
00001 for each comparison). T-0 did not differ from T-1, bat it
differed from T-3 (P < (L005); T-3 had a significantly higher score
than T-1 (P < (0L05) (Fig. 48). The wo-way ANOVA indicated
that there was a nonsignificant fool-shock intensity = retention
interval interaction [Fiaaq, = 0.94, P = 0.44].

Stubby Spine Ratios in Dorsomedial Striatum. There were no signif-
icant differences among groups in the ratio of stubby spines 6 h after
training [Fua 5= 112, £ = 0.38] or 24 h after training [Fy 45, = 0.79,
P = 01.55] (Fig. 4C). The two-wiy ANOVA indicated that there was
no significant interaction between fool-shock intensity » retention
interval [Fjz2q = 0.24, P = 0H7]
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Fig. 4. Dendritic spine types in DMS: thin [A), mushroom (B, stubby
(€}, branched (B, and multihead (E). The T-0, T-1, and T-3 groups were
trained with 0.0 mA, 1.0 mA, and 3.0 mA, respectively, *P < 0.05, =*P < 0.01,
**+P 0.0001 vs, INT. Note ditferences in abscissa scales, Each bar represents
mean 4 SEM of 40 M5Ns, obtained from four rats in each condition
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Branched Spine Ratios in Dorsomedial Striatum. There were signifi-
cant differences among groups regarding the rutio of branched
spines during consolidation [Fyy sy = 6.95, P < 0,005, There were
no significant differences between any of the groups, except for
T-3, which had a higher ratio that differed significantly from the
rest of the groups (P values ranging between 0.005 and (L0001 ).
Significant differences among groups were also found at the 24-h
interval [Fiy 5 = 889, P < 0L05]. Pairwise comparisons revealed
thiit the only significant differences were the differences between
T-3 compared with INT (P < 0L05) and with SO (F < 0.0001) (Fig,
40, The two-way ANOVA indicated that the treatment = re-
tention interval interaction was not significant [Fy., = 105,
P =039)

Multihead Spine Ratios in Dorsomedial Striatum. The one-way
ANOVA showed that there were significant differences among
groups 6 h after training [Fiys = 1938, P < (L0001]. Pairwise
comparisons proved that the only significant differences were the
diffcrences between T-3, which had a higher ratio of this type of
spine, and each of the rest of the groups (P < 005 for cach
comparison). Al the 24-h micrval, there were also significant dif-
ferences among groups [Fiags, = 364, P < 005]. T-3 had a higher
score than the rest of the groups (# values mnging from 0.005 10
0.0005), and T-1 also scored higher than INT and T-0 (P < 0105 for
both comparisons) (Fig. 4E). The two-way ANOVA indicated that
there were no significant differences produced by the treaiment x
retention interval interaction [Fiaay, = 0.27, P = (L.85],

Thin Spine Ratios in Accumbens Core. There were significant
changes in the ratio of thin spines in NAcC during consolidation
[Fiape = 7.29. P < 0L005]. Pairwise comparisons proved that the
thin spine ratio was significantly higher in INT than in SO, T-1,
and T-3, the foot-shocked groups (P values ranging between 0,005
and (L0001}, but it did not differ from T+, the nonshocked group.
50 had a lower spine ratio than T-0 (P < (L05), and it did not
differ significantly from T-1 and T-3; spine ratios were not sig-
nificantly diffcrent between T-0 and T-1 or between T-1 and T-3.
but there was a higher ratio in T-0 than in T-3 (P < 0L01). Mea-
surcments made at the 24-h mierval revealed significant differ-
ences among groups [Fy s, = 647, P < 0.005]. As in the case of
the evaluation at the 6-h interval, INT had a significantly higher
thin spine ratio than SO, T-1, and T-3 (P values ranging between
00605 and 0.001), but it did not differ from T-0. SO had a lower
spine ratio than TO0 (P < 0,001) and T-1 (P < 0001 ); T-0 and T-1
did not differ from cach other, although the former had a higher
spine ratio than T-3 (7 < (.01}, There were no significant differ-
ences between T-1 and T-3 (Fig. 54). The treatment x retention
interval interaction was not significant [ ., = 0,40, f* = 0,75].

Mushroom Spine Ratios in Accumbens Core. The resulis of the
ANOWVA indicated significant differences among the groups at the
B-h interval [Fiy g5, = 1563, P < 0.0001). The post hoc test showed
that INT had a significantly lower ratio of mushroom spines than
the groups than received a foot-shock [i.c., SO, T-1, T-3 (P values
ranging from 0.005 to 0.0001)], but it did not differ from T-0.
S0 did not differ from T-1 and T-3, but it had more mushroom
spines than T-0 (P < 0.05). T-0 had a lower score than T-1 (P <
0.05) and T-3 (P < 0.001). T-1 and T-3 did not differ from each
other, The ANOVA showed that at the 24-h interval, there
were significant differences among the groups [F s = 6,05,
P < 0.005]. The post hoc test revealed that INT had a signifi-
cantly Jower ratio of mushroom spines than the rest of the groups
(P values ranging between 0.01 and 0.0001). SO had a higher
ratio of mushroom spines than T-0 (P < 0.05), and it did not
differ significantly from T-1 and T-3; T-0, T-1, and T-3 did not
differ from each other (Fig. 38). The two-way ANOVA showed
that the treatment x retention interval interaction was not sig-
nificant rFr_'llzﬂ = 102, P =0.40].
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Fig. 5. Dandritic spne types In NacC: thin (4), mushroom (8), stubby
{C), branched (D), ard multihead (). The T-0, T-1, and T-3 groups were
trained with 0.0 mA, *.0 ma, and 3.0 mA, respectively, *P < 0.05, **P < 0.01,
“+*P < 0.0007 vi. INT. Note differences in abscisa scales, Each bar represents
mean + SFM of 20 BN nbtained from fous rats in sach condition

Stubby Spine Ratics in Accumbens Core. The ANOVA indicatcd
that there were no significant differences in stubby spine ratios at
either the 6-h interval [Fiq 15y = 092, P = 0.48] or the 24-h interval
[Fieasy= 253, P=0108] {Fig. 5C). The two-way ANOVA indicated
that there were no significant differences produced by the treat-
ment x retention terval interaction [Fs ., = 229, P = 0.10].

Branched Spine Ratios in Accumbens Core. The onc-way ANOVA
showed that there were significant differences in spine ratios
among groups at f h posttraining [F s = 455, P < 001] INT
showed a significantly lower rutio of branched spines than T-1
(P < 0.05) and T-3 (P < 0.005), whereas SO had & lower ratio than
T=3 (P < 0.01). There were no significant differences between T-1
and T-3, and cach of them hod o higher spine ratio than T-0 (P <
(.05 and P < 0005, respectively).

Regarding the measurements made at the 24-h interval, the
ANOVA revealed a significant dilference among groups [Fa s, =
381, P < 005 INT did not differ significantly from T-0 and T-1,
but it had a significantly lower ratio of branched spines than SO
(P < 0.05) and T-3 (P < 0.05). The pairwise comparisons dem-
onstrated that ther: were no significant differences among the rest
of the groups (Fig. 5D). The two-way ANOVA indicated that the
lreatment x retestion interval interaction was not significant
[Fsaay = 149, P = 0.M4].

Multihead Spine Ratios in Accumbens Core. The ANOVA indicated
significant differences among the groups at the 6-h interval [Fq 5,
= 238, P < 0L03] The spine ratio of INT was not statistically
different from the spine ratios of SO and T-0, but it was lower than
the spine ratios of T-1 (P < 0,05} and T-3 (P < 0.0005), 50 did not
differ from T-0 and T-1, but its spine ratio was significantly lower
than the spine ratio of T-3 (F < 0,013 T4 had a lower spine ratio
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than T-1 (P < 0.05) and T-3 (P < 0.0005); T-1 and T-3 did not
differ from each other. At the 24-h interval, the groups also
differed significantly [Fis 5, = 2.38, P < (L05]. The posi hoc test
showed that INT did not differ significantly from S0 and T-1.
and it had a lower spine ratio than T-0 (P < 0.05) and T-3 (P <
0.0005). Likewise, SO did not differ significantly from T-1, and
it had a lower spine ratio than T-0 (P < 0.05) and T-3 (P <
0.005). T-0 had a higher spine ratio than T-| (P < (.05), and it
did not differ from T-3, and T-1 also had a lower ratio than T-3
(# < .05} (Fig. 5E). The two-way ANOVA indicated that the
treatment x retention interval interaction was not significant
[Fiaaa = 0L93, P = 0.44].

Thin Spine Ratios in Accumbens Shell. Highly significant differences
aming the groups at the 6-h interval were revenled by the ANOVA
[Fiais) = 954, P = 0.0005]. INT showed a higher spine ratio than
the footshocked groups (SO, T-1, and T-3;  values ranging from
(L0005 1o 0L0001 ), but it did not differ from T-0 SO showed a lower
ratio than T-0 (P < 0.05), but its spinc mtio was not significantly
different from T-1 and T-3. T-0 had a higher spine ratio than T-1
and T3 (P < (05 for hoth eomparians). Aln, the footshocked
groups did not differ significantly from each other. The ANOVA
also showed a significant treatment effect ot the 24-h interval
[Foaisy = .38, P < 0.05]. Pairwise comparisons prodhuced, basically,
the same results as the results obtained @ the 6-h interval. INT
showed a higher spine ratio than the foot-shocked groups (S0, T-1,
and T-3; P values ranging from 0,05 to 0005 ), but it did not differ
from T SO had a significantly lower spine ratio than T4 (P <
0.005). T-0 did not differ from T-1, and it had a higher spine ratio
than T-3 (P < 0.01). These two foot-shocked groups did not differ
significantly from each other (Fig. 6). The two-way ANOWVA
inclicated that the treatment x retention interval imteraction was
not significant [Fazq = 012, P = 0,95],

Mushroom Spine Ratios in Accumbens Shell. The one-way ANOVA
showed that there were significant differences in spine ratios
among groups 6 h after training [Fq s, = 13.72, F < 0.0001]. INT
showed a significantly lower mushroom spine ratio than the foot-
shocked groups [SO, T-1, and T-3; P values ranging from 0L0N] 10
0.0001]. but it did not differ from T-0. The fot-shocked groups
(S0, T-1, and T-3) had higher soores than T4 (P values ranging
from D05 to 0L005), and these foot-shocked groups did not differ
significantly from each other. Regarding the measurcments made
at the 24-h mterval, the ANOVA revealed o sgnificant difference
oy groups [Fog 5, =526, F < 0,01] INT sluwed a signilficantly
lower mushroom spine ratio than the rest of the groups (P values
ringing from 0,05 to 0.0001). T-0 also had a lower spine ratio than
T3 (P < 05), but it did not differ significantly from T-1. The
pairwise comparisons demonstrated that SO, T-1, and T-3 did not
differ from each other (Fig. 68), The two-way ANOVA indicated
that the treatment = retention interval infemction was not sig-
nificant [ 24y = .86, P = 048],

Stubby Spine Ratios in Accumbens Shell. The ANOVA indicated
that there were no significant differences in swubby spine ratios at
the 6-h interval [Fiq 5= 1.26, P = 0.33] and 24-h interval [Fiy 15, =
5.03, P = 0.06] (Fig. 6C). The two-way ANOVA indicated that the
trealment x refention interval imeraction was nol significant
IFH_'!" =448 P = LI.]21

Branched Spine Ratios in Accumbens Shell. The ANOVA indicated
that there were significant differences in branched spine ratios at
the 6-h interval [Fiq 5 = 405, P < 0L.05]. The only significant dif-
ference between groups was the difference between T-0 and T-3
(P < (L05). At the 24-h interval, no differences among groups were
found [F 415 = 0.77, P = 0.56] (Fig. 60). The two-way ANOVA
indicated that the treatment > retention interval interaction was
not significant [Faae = 1.26, P = 0.31].
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Fig. 6. Dendritic spine types in Nacs: thin (4, mushroom (B), stubly (C),
branched (D), and multihead (£}, The T-0, T-1, and T-3 groups were trained
with 0.0 maA, 1.0 mA, and 3.0 ma, respectively, *P < 0,05, **P < 0.01, ***P «
0.0001 vs. INT. Note differences in abacisa scales. Each bar represents mean +
SEM of 40 MSNs, obtained from four rats in esch condition.

Multihead Spine Ratios in Accumbens Shell. The ANOVA indicated
that there were no significant differences in multihead spine ratios
at the 6-h inlerval [Fiqys, = 100, P = 044] and the 24-h interval
[Fiass =027, P = 0.90] (Fig. 6E). The two-way ANOVA indicated
that the treatmem x refention interval inleraction was not signifi-
cant [Faaq = 035, P = 0.79).

Di ;
The main findings of this work were that moderate training of 1A
induced increased spine density and an augmented ratio of
mushroom spines in both the DLS and DMS. Intense traiming of
this task further increased spine density in both striatal regions, as
well as in the rutio of mushroom spines, but only in the DMS. This
spinogenesis was specific to the association of the context and the
foot-shock, because exposure to the context slone produced
smaller changes and the foot-shock by itsell produced no changes.
These results strongly suggest that the effects are due to changes
mediating memory,

The extinction results indicated that the higher foot-shock
intensity used in training induced enhanced learning; that is, the
3.0-mA group showed significantly higher resistance to extinction
in comparison o rats trained with the moderate foot-shock in-
lensity {1.0-mA group), thus confirming earlier work from our
group in which the same 1A task was studied (49, 50).

At 6 h and 24 h after training, the ircrease in dendritic spine
density in the MSNs of DLS and DMS was directly proportional 1o
the foot-shock intensity administered durng training (Fie. 2 4 and
B). Exposure to the context prowided by the conditioning box
without the administration of foot-shock (T-0 group) also increased
spine density, However, this increase was significantly lower than the
increase in the trained groups. Interestingy., the foot-shock by itself
did mot induce a significant change in spine density (SO group),

Bello-Medina et al,

127



PNAS |

As we had expected, there were no significant differences in
spine density between DLS and DMS. These results indicate that
MSNs of DLS and DMS are responsive to both the contextual and
procedural information induced by the learming experience (4, 13, 14),
In contrast, the finding that foot-shock administered alone did
not induce changes in spine density suggests that MSNs of the
dorsal strintum are not involved in processing nonassociative
aversive stimulation. These patterns of spine dynamics seen ut
& h were maintained at 24 h, suggesting that the relatively carly
changes bronght about by both procedural and contextual
fearning are persistent.

A different picture emerged from analysis of the accumbens, In
the NAcS, an intensity-dependent increase in the amount of
dendritic spines occurred after training with 10 mA and 3.0 mA,
both at the 5-h oand 24-h imtervals, as was the case in dorsal
striatum. Alse, a significant increase in spine density was found at
the 6-h interval after stimulation with the foot-shock alone,
However, no changes were produced in the 0-mA (only context)
group, These data seem to imply that spinogenesis in NACS in the
trained animals is only related to the effects of the foot-shock.
rather than o the associative processes involved in TA leaming.
The only change in spine density found in the accumbens core was
an increase when the 3.0-maA foot-shock was administered during
LA training. This result also suggests that dendritic spines of this
region of the accumbens are not sensitive o the complex in-
teraction of stimuoli and responses invelved in LA training (Fig, 2 C
and 17}, becasse no changes were produced in the context-alone
situation or after training with the lower foot-shock.

In relation to the different types of spines that were studied,
three very consistent findings emerged. First, in DLS and DMS,
there was a significant reduction in the ratio of thin spines in the
groups that were only exposed o the conditioning box (T-0 group)
and in the groups that had been trained with 1.0 and 3.0 mA (T-1
and T-3 groups), both at the 6-h and 24-h intervals. In contrast, the
ratio of mushroom spines of DMS increased significantly in T,
T-1. and T-3 at 6 h and 24 h after training; this increase was de-
pendent upon the intensity of the foot-shock that had been ad-
ministered (ie., the T-3 group showed a greater increment than
the other groups), There was also a significant intensity-dependent
increment of mushroom spine ratios in DLS in the context (T-0)
and trained (T-1 and T-3) groups during the consolidation period.
At vanance with the intensity-dependent changes in mushroom
spine ratios just described, the increments in mushroom ratios
seen in DLS did not differ significantly between the T-1 and T-3
groups (Le. intense training did not indoce further mushroom
spinogenesis), Interestingly, the foot-shock alone (50 group) did
not induee changes in the number of thin and mushroom spines in
these two regons at either interval, These data agree well with the
assumption that thin spines are involved in leaming and that as
this process gives way o storing of information, there is a re-
duction in the number of thin spines and a correlative increase in
the population of mushroom spines. Such effects may be involved
in enabling TTM (43, 51-53).

Second, thin spine ratie declined significantly in both the
accumbens core and shell at both time intervals in all foot-shocked
groups, whether they had been trained or not. No changes
in the ratio of thin spines were observed in the nonshocked
groups. Muoshroom spine ratios increased significantly in both the
accumbens core and shell at both time intervals in all foot-shocked
groups whether they had been trained or not, and no changes were
observed in the nonshocked groups, These results suggest that, as
in the case of spine density in these two regions, the changes in
thin and musiroom spines are related to the aversive component
of the learning experience rather than the complex associative
processes derived from the interaction among the context, foot-
shock, and motor performance involved in LA,

Third, in the two dorsal and two ventral striatal regions, stubby
spine ratios remained unchanged despite the different manipula-

Bezller-huding =1 al

tions that were enforeed, The role of stubby spines remaing un-
known, although this spine type is thought to regulate neuronal
excitability {54}, because the stubby spines facilitate the diffusion
of calcium ions to the parental dendrite (33).

Branched spine ratio was inereased in DMS only after training
with the higher footshock intensity, both at the 6-h and 24-h in-
tervals, This increase in branched spine ratio also happened in the
DLS, where, additionally, there was an increase in the group that
had been trained with 1.0 mA at the 6-h interval. These results
indicate that high-intensity LA training, but not simple exposure to
comtext or o the [oot-shock alone, induced development of
branched spines in both DMS and DLS, Thus, in these striatal
regions, branched spines appear to participate in the atferent ac-
tivity derived from the associative processes involved in intense
training, Tn regard to the NAcC, the ratio of this type of sping was
increased after training with 1.0 mA and 3.0 mA, as well as in the
group that received the foot-shock alone: however, exposure to
the context, by fself, did not modify this ratio. Although these
results might sugees: that branched spines in the accumbens core
may also be engaged in memory of avoidance training, the fact
that they were increased by foot-shock alone, and that no change
was produced by exposure o the context, clearly argues against
this interpretation. Surprisingly, branched spines in NAcS were
not changed by any of the experimental manipulations.

Multihead sping dynamics showed some variability, There was
an increase in the retio of multihead spines in DLS after training
with 1.0 mA at the 24-h testing interval, with 3.0 mA at the two
testing intervals, anc in the 0-mA (context) group at the 24-h in-
terval. The same was true for DMS, except that the ratio remained
unchanged in the O-mA group. The foot-shock by itself did not
produce changes in the ratio of multihead spines. Thus, develop-
ment of multibead soines can be detected when LTM has already
been formed after moderate and intense training, but only intense
training promotes multihead spinogenesis during consolidation,

Multihead spine matios in NAcC did not change at the &-h in-
terval in the SO and T-0 groups, but they were increased in the T-1
and T-3 groups; at 24 h. there was an increment in the ratio in the
T-0 and T-3 groups. A remarkable feature of multihead spines in
the NACC was that, unlike all other spine types in this region and
in the NAcS, their ratio did not change as a consequence of the
administration of the foot-shock alone. However, this ratio in-
creased after exposure to the context and after training with both
low aned high foot-shoek intensities. Tt thus seems possible that the
formation of new multihcad spines may underlic the reported
involvement of the sccumbens in memory of aversive events (55—
57 In view of the lack of consistency in the dynamics shown by
the multihead spines, it is difficult at this dme to determine a clear
function of these spines in memory formation.

An important premise underlying this study was that dorsal
striatum participatesin the integration of information derived from
the learning experieace, which is provided by a number of struc-
tures, In general, the expectations of this study were met, namely,
that hoth the DMS and DLS regions of the dorsal siriatum would
show the same patterns of spine dynamics after TA training (i.e.
that stronger learning would induce increased spine density com-
pared with weaker learning). Also, there was an increase in the
ratio of mushroom spines in these two regions, Mushroom den-
dritic spines are stable; they can persist for months (58, 59).
Mushroom dendritic spines have a greater head volume than other
spines, which correlates positively with the area of postsynaptic
density (60), the amount of presynaptic vesicles (60, the size of the
presynaptic active zone (61), the number of postsynaptic receptors
(62}, and the current injected into the synapse (62, 63); all these
features are importznt for generating long-term maodifications in
the efficiency of excitatory signals and lend support to the notion
that mushroom spines represent a physical substrate of LTM.

As described above, in both DLS and DMS, the ratio of mush-
room spines was augmented in an intensity-dependent fashion
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during consolidation, indicating that the transfer from short-term
memory to LTM is facilitated in intense training through increased
mushroom spinogenesis, Om the other hand, there was an impor-
tant difference between DMS and DLS in relation to the behavior
of this type of spine during LTM, Whereas in the former, training
with the foot-shock of high intensity induced a higher ratio of this
type of spine than training with the low-intensity foot-shock, in
LS, imtense training did not imcrease the ratio of mushroom
spines more than moderate training did. This dissimilar outcome
may be due o the different types of learning these regions mediate
{spatial/contextual vs. procedural), as well as their dissimilar con-
nectivity. The DMS receives atferent fibers, directly or indirectly,
from the dorsal hippocampus and medial prefrontal corlex, whereas
the afferents to DLS originate mainly in somatosensory and motor
cortical areas (64),

It s reasonable to postulate that in the INT animals, as the in-
tensity of the training is increased and a stronger association between
the context and the aversive stimulation s formed, a heightened
glutamatergic synaptic activation of DMS MSNs by hippocampus
and medial prefrontal cortex takes place, thus promoting a larger
mushroom spinogenesis than produced by moderate training,
Concurrent, stress-dependent activation of glucocorticoid recep-
tors activates kinase pathways, which results in further mushroom
spinogenesis, within an appropriate time frame (<6 h). When normal
activily of the dorsal stristurm s importantly disturbed, as when ils
synaptic activity is disrupted by sodium channel blockers, an amnestic
state ensues in those amimals that have been subjected to moderate
training. Consolidation may take place, however, after intense train-
ing because the enhanced release of corticosterone promotes an
increased nongenomic spinegenesis of mushroom spines,

In the case of DLS, an augmented ratio of mushroom spines was
produced by moderate training of the one-trial 1A task, indicating
that o single stimulus—response association is sufficient (o induce
changes in mushroom spinogenesis. Increased intensity of training
did not imduce an additional increase i DLS mushroom spine
density, maybe because there was not a further increase in the
afferent signals from the neocoriex. One can hypothesize that
additional sessions of [A training (i.c., a higher number of stimu-
lus—response associations) would produce a habitual type of re-
sponse, which is characteristic of procedural leamning, Thus, after
additional training, an increase in mushroom spines in DLS would
be induced by heightened activation of the cortical-striatal con-
nections. Previous work from our laboratory, where cats and rats
were trained to perform an instrumental lever-press response,
showed that infusion of cholinergic blockers (65) or sodium
channel blockers (7) into the caudate nucleus and dorsal striatum,
respectively, produced amnesia when the amimals were treated
during the carly phases of learning, but no deficits were seen after
extended training (i.e., when the response had become habitual),
We can hypothesize that this extended training should have in-
duced enhanced spinogenesis and an increased ratio of mushroom
spines in DLS, at least in the rat,

These findings also suggest that increased mushroom spino-
genesis produced by iniense: training strengthens memory consoli-
dation and facilitates the transfer of information from the dorsal
striatum to other cerebral regions. Such increased spinogenesis
may account for the protective effect against amnestic treatments,
These mechanisms might be relevant for understanding why highly
emotional memories, such as the ones causing posICrAUMaLc siress
disorder, are so enduring.

Materials and Methods

Animals. We studied male Wistar rats (250-350 g} bred at the rstituto de Mew-
robiologla, Universidad Macional dutdnoma de México. They were maintained
art a 12-h12-h lightidark opcle (lights on at 0700 k) at a temperature between
22 *C and 23 *C, howsed indhvidually with food and tap water ad libltum. Be-
haveoral observations were carried out between 0900 b and 1300 b, All proce-
dures were in compliance with the Guide for the Care and Use of Laboratory

Bof 10 | www.pnas.orgiogitdoi10.107¥pnas. 1613680113

Animals of the NIH (86) and were approved by the Animal Ethics Committee of
the Instituto de Meuwrobiologia, Universidad Macional Autonoma de Mewoo,
infhibitary avoidance iraining apg Subjects received 5-min daily handling ses-
sicrs for three corsecutive days before training in an 14 task (details are provided
in § Materials and Methods and ref. 67). The apparatus is an alley with two
distinet compartments separated by a guillotine door, The safe compartment has
a floor of stainless-steel bars, and a 10-W light bulb located in the center of its fid
ilherminated it. The nonilluminated shock compartment was made of electrifiable
stainless-stee| plates,

Extinction. On the day of training, each animal was put inside the it compartment;
10 5 later, the door between the compartments was opened and the latency to
crass to the dark shode compartment was messured (training latency), Upon
arassing, the door wan closed and a foot-ghock of 1.0 ma (7 = 10) or 2.0 ma
(= 10) was delivered, Fiva seconds after shock onset, the door was reopened,
allowsng the animal to escape to the lit compartment; this latency was also
measured {escape latency). An additional group was subjected to the same
training procedure except that the foot-shodk was omitted (r = 10). Starting 24 h
after training, extinction of the task was measured on seven consecutive days; the
same procedure of training was followed except that the foot-shock was omitted,
Consolidation and LTM, Assessrment of spine density and mosphalogy was carried
aut at & h and 24 h after training; these retention intervals fall within the limits of
consolidation and LTM of L& in the rat (47), Two groups of rats were trained as
described above wsing 1.0 ma (T-1 group, = 20 and 3.0 ma& (T-3 group, n = 20),
respaectvely. & third group did not receive the foot-shock (T-0 group, n = 20; this
group controlled for exploratory activity inside the conditioning chamber. Half
of the animals in each group were given a test of retention at 6 h after training,
and the other half were given a test of retention at 24 h after training; during
these sessions, the same procedure of training was followed except that the
electric footshock was omitted. Immediately after the retention session, four
animals from each group were killed to perform the histological analyses.
Morphometric analysis. Upon euthanasia, the rats' brains were removed and
processed according to the modified Golgi-Cox staining method, as described
by Gibh and Kolb (68) detalls are provided in 51 Materials and Methods), The
MSNs were identified by their soma size, dendritsc extensions, and numerows
dendritic spines. A total of 1,440 MSMs were analyzed: five neurons per
hemisphere = four brain regions = nine groups = four rats per group. Dendritic
spines were classified into five different types: thin, mushroom, stubby,
branched, and multihead (25, 69, 70). The total density of dendritic spines per
region was expressed as the mean of dendritic spines in 10 neurans for each
animal; spine counting was carried out in a single secondary dendrite in each
neuren, along a 204um segment, starting 130 pm away from the soma. On tha
ather hand, the quantification of dendritic spines awording to shape was
expressed as a ratio in relation to total dendritic spines (e, number of spines
af a given shapeftotal number of spines in the 10 segments per region in each
animal), This procedure would allow us to detect potential changes in the
dynamics of spine formation as a function of the diverse independent vari-
ables that were studied {details are provided in 8§ Materials and Methods).

Statistical Analyses. Independent Kruskal-\Wallis ANOWAs were computad for
acquisition, escape, and retention latendes. \When appropriate, the Mann—
Whitney U test was used to make comparisons betweeen any two groups.

The Friedman test was uwsed in analyzing retention latencies across the 7 d of
extinction, fallowed, when appropriate, by the Wilcoxon signed-rank test to
make comparisons between any 2 d along the extinction sessions in each group.
To compare retention scores among the three groups on each day of extinction
testing, the Kruskal-Walls and Mann-Whitney U tests were computed. One-
way ANOWAs were used to determine If there were significant effects of
treatments on total dendritic spines and ratios of spine shapeas in each region
at the 6-h retentlon interval; the same was done for the data at the 24-h re-
tentlon interval, To compare splne density and ratios of spine shapes In each
reglon abtained at & b ve 24 h twio-way ANOVAL were run, excluding the INT
group. Onky the results of the treatment « retentlon Interval interactions were
taken into account, because the one-way ANOVAS served to find potential
differences induced by the treatments at each retention Interval. In svery case,
the post heo Bonferrond test was used when appropriate.

ACKNOWLEDGMENTS. \We thark A €, Medina, N, Serafin, M. G, Martinez,
M. E. Torres, C X, Rulz, O, Gonzdlez, E. M. Herndndez, A, Méndez, R, Vasguez,
L. Casanava, and M. Garcia for their excellent technical and administrative as-
sistance, and Dr. ). Larriva-Sahd for helpful comments on the manuscript. This
research was supported by grants provided by Direcclién General de Asuntos
del Personal Académico-UNAM (PAPIT IN201415) and Consejo Madional de
Ciencia y Tecnologia (COMACYT 237570). This wark was carried out in partial
fulfillment of the requirements 1o obtain the Doctor's Degree (Doctorade en
Ciencias Biomédicas, Universidad Macional Auténoma de Méaoo) by PCE-M., wiho
was a recipient of a Graduate Scholarship from COMACYT (Becario 234103).

Bello-Medina et al,

129



ENASN |

. Prado-Aleald RA, Meding AC, Lopee N5, Guirarte GL [2012) Interse smotional expe-
riarces and anhanced training pravent mamory loss induced by post-training amnesic
treatments administersd tothe striatum, amygdala, hippocampus or substantia nigra
Rew Meurosc 23(5-6)501-508,

. Divac |, Oberg RGE (157%) Curmant canceptions of neastriatal functions. History and

evaluation The Meostriaturm, eds Divac |, Oberg RGE [Pergaman, Oxtord), pp 215-230.

Prado-Alcald RA (1955) Seral ard parallel processing during memory consoldation.

Plasticity in the Central Nervaus System: Leaming and Memory, eds McGaugh UL,

Bermodes-Rattoni F, Praco-Alcald b (Lawrence Erbaurn Associstes, Malweah, B po 57-65.

Packard MG, Knowlton B (2002) Leamning and memary functions of the Basal Gan-

glia. Annw fev Neurosol 25:563-593.

. White MM {2009} Some highlights of research on the effects of caudate nucleus fe-
sions ovar tha past 200 years. Behay Brain Res 159(1):3-22,

6. Prado-dlcala Ra, Cobos-Zapisin GG (1977} Learning defiits induced by chofinergic
blockade of the caudate nudeus a5 a function of experiende, Brain Res 13811 190-196.

. Prado-&lcald Ra, Cobos-Zapiain GG (1999) Interference with caudate nucheus activity
by potassium chloride. Evidence for a “mowing” engram. Srain fes 172(3):577-583.

. Salado-Castillo B, Sancher-Alawez M, Quirarie GL, Martinez Garcia M1 Prado-
Alcalia BA (2011) Enhanced training protects memony against amnesia produced by
concuiient inactivation of amyadala and striatem, amygdala and substantia nigra, of
striatum and substantia nigra, Frant Behay Newrosc 5:83.

. Giordano B, Prado-Alcald A4 {1986) Retrograde amnesia induced by post-trial in-
jecticn of atropine inte the caudate-putamen. Protective effect of the negative re-
infarcer, Pharmaral Biochem dohay 24(4905-908,

10, Pérar-fuiz C Prado-Alests B4 (1589) Retrograde amnesis induced by lidocaire injection

Inio the striatum; protective affect of the regative minfoncer. Brain Fes Bl Z3E559-603.

11. Salado-Castillo R, Ddaz del Guante Mi, Alvarado R, Quirarte GL, Prado-Alcala RA
{1996} Effects of regional GABAergic blockade of the striaturm on memosy conseli-
dation. Mewrobiol Learn Aem G6{2):102-108

1L Lozaro YR, Serafin N, Prado-Alcsla BA, Roozendaal B, Quirarte GL (2013) Glucocor-
thoolds in the dersemedial striatem modulate the consolidation of spatial but net
procodural memary, Meurobiol Learn Mem 1071:55-54,

13, ‘White MM, McDonald R (2002) Muiltiple parailsl memary systami n the brain of the
rat. Meurobiod Learn Mem T7(20125-184,

14 Dewvan BD, White MK (1993) Paraliel infarmation processing in the dorsal striatum:
ralation to hippocampal fundtion. J Megeascl 197):2T8-2798.

15. O'Malley &, O'Cannell C Murphy KJ, Regan CM (2000} Trarslent spine density in-
creases in the mid-molecidar layer of hippotampal dentate gyns accompany can-
solidation of & spatial learning task in the rodent, Newdscience 99(21229-232.

16. Leunar B, Falduto J, Shors T) (2003) Assoclative memory formation increases the
abdervation of dendritic igmnes i the hippocampud, J Neavaded 2302):650-665.

17 Restiva L, Weters G, Boriterpl 8, Ammassarl-Teule M (2009 The formation of recent
and remate memary is assaciated with time-dependent formation of dendritic spines
in the hippocarngus and anterior dngulate cortes J Meuroser 29(250 82068214,

18 Moser ME, Trommald M, Andarsen P {19584} An ncrease n dandritic spine density on
hippocampal CA1 pyramidal cells following spatial learning in adult rats suggests the
formation of hew synagses, Proc Nat Acad Sof US4 91(26)112673-12675

15 O'Malley A, O'Connedl C, Ragan Cd (1998) Uttrastructural analysis revaaks avoidance
conditioming to induce a transient incresse in hippocampal dentate spine density in
the & hour post-training period of consolidation. Neuroscience B7(3607-613.

20. Eyre MD, Richter-Levin G, Avital &, Stewart MG (2003) Morphological changes
hippocampal dentate gyrus synapses lollowing spatial learning in rats are transient
Eur & Mecrasc! 1709319731984,

21 Aceti M, Yetere G, Movernbre G, Restivo L, Ammassan-Teule M {2015) Progression of
activity and structural thanges in the antedior cingulate cortes during remate
mamaory fermation, Mewrshiol Learn Mem 12267-71

22 Heinrichs 5C, et al. (2013) Dendritic structural plasticity in the basolateral amygdals
after fear condithoning and its extinction in mice. Behayv Brain Res 245:80-84,

23 Gonzaler-Tapia B, Velarquez-Zamora DA, Olvera:Coriés ME, Gonzdlez-Burgos |
{2045} The motor learning induces plastic changes in dendritic spines of Purkinje cells
froem the neacerehellar cortex of the rat. Sestor Meurnl Newoso 33451633645

24. Comery TA, Stamoudis CX Irwin 84 Greenough 'WT (1958} increased density of
multiple-head dendritic sgines on medium-sized spiny neurans of the striatum in rats
raared in a comples endircnmaent, Newrabiol Leam Mem GB{2);52-96.

25, Comery TA, Shah R, Greenough WT {1995} Differential rearing alters spine density on
medium-sized spiny peurons in the rat corpus stristem evidence for asodation of
morphological plasticity with aarly response gens expression, Mourobiod Learm Mom
6T T-21G.

26 MoGaugh L, Cahlll |, Reozendaal B (19961 vokement of the amygdala in memory
storage: interaction with other brain systerms. Broc Mad Acad 5o/ US4 §3024)013508-13514.

2T Lusne W, Martinez C Villegas M, Magarifos AM, McEwen B5 (1596) Restraint stress
reversibly enhances spatial memary performance. Physiol Behay 59{1):27-32,

28 Oitzl MS, de Kloet ER {1992) Selective corticosteraid antagonssts modulate specific
aspects of spatial orientation learning. Ashay Neurasel 106{1):62-71,

28 sandi C, Lostertales M, Guaza C {1997) Exparience-depandent faclitating offect of cor-
ticosterone on spatial memony formation in the water maze. Sur J Mewosed SR637-642.

0. Corders M, Marino 1), Sandi © (1938) Correlational relationship between shodk in-
tensity and corticosterone secretion on the establishment and subsequent expression
ol contextual fear conditioning. Behaw Mewrose 11200):885-891.

. shars T, Wielss C, Thampson RF (1992) Stress-induced facllitation of classical condi-

tioning. Srience 257{5R069):537-539,

Sandi C {1998) The rede and mechanisms of action of glucocorticoid involvement in

memory sterage. Meural Blast §(35:41-52

33 Cottrell GA, Nakajima 5 (1977) Effect of corticosteraids in the hippocamaus on passive

avoldance behavior in the rat, Pharmacol Blochem Behav 730277280,

e

™

e

wn

-

"

=

Bello-Medina et al

a5,

3.

3%

a1

43,
a4,

25,

47

=1

52

53,

55,

56

5

-

50

E1

il

&l.

8

bt

3

o

Gh.

YR

Fomari BY, et sl [2012) Invedvernent of the irsular cortex in requisting ghucocorticoid af-
fects on memany carsalidation of nfdbitory avcldance traning. Fromt Bafoy Meurasc 610,
Bedina AC, et al. [2007) Glucocorticaid administration into the dorsal striatum [cor-
reced] facilitates mesnery consolidation of inhibitory avoidance training But not of
the context or footshock componants. Learn Adem 13101673877,

Roorendaal B, McGawgh IL (1996) Amyodaloid nuclei lesions differentially atfect
glucocorticoid-induced memary enhancernent in an inhibitory avoidance task.
Meurohiol Learn Mem B8{131-8,

Eomatsuzaki ¥, et al. (2012} Corticosterane induces rapid spinogenesn via synaptic
gluconrticold receptons and kinase networks in heppocampus. Plod One 7(4ke34124,

. Eomatsuzaki ¥, et al. (200%) Rapid spincgeresis of pyramidal neurons induced by

activation of glucocorticoid receplars in adull male ral hippocampis, Blochen
Haphys Res Commin 3354);1002-1007,

Oechinik M, Murray TF, Moore FL [1991) A corticosteroid receptor in neuronal
membranes. Science Z52{5014) 1848-1851,

Joeds M, Sarabdjitsingh Ra, Karst H (2012} Unraveling the time gomains of cortico-
steroid hormone influsnces on brain activity: rapid, sdow, and cheonic modes.
Fharmacol Fev &a04):901-538.

Pasricha N, Jogls M, Karsst H (2011) Rapid effects of corticosterane in the mouse
dentate gyrus via a nongencmic pathway, J Newroergocibe 2302k 143-147,

Tasker MG, Herman JF {3011} Mechanisms of rapid glucocortold feedback inhibition
af the hypathalamic-pituitary-adrenal axis Stress 1448): 3798406

Bouwrne J, Hairis KM {2007) Do thin spines leain 19 be mushreom spines that re-
mambar? Curr Spin Mewrebisd 1F(2E381-388,

Batsuzaki M, et al (2001) Dendritic spine geometry & critical for AMPA receptor
exprassion in hippocampal CAT pyramidal neurons, Nad Maurgsc 401 11 1086-1082
Ashby MC, Maier SR, Nshimune & Henley A (2006} Lateral diffusion drives consti-
Tutive exchange of AMPA receplors al dendritic spines and is requlated by spine
marpholegy. § Meurosa J6(26) T046-7055.

BicDonald B, White KM (1923} A triple dissaciation of memory systems: hippocam:
pus, amygdala, and dorsal striatum, Behay Newesso 107(113-22.

tgaz LM, Vianna MR, Medina IH, lzquierdo | {2003] Twa fims perseds of hippocampal
mAMNA synthesis are required for memory consalidation of fear-motivated leaming.
4 Medroscl 220150678 1-6789

BApredith GE, Aqgolia B, Arts MPW, Groenewegen Hi, Zahm DS (1992) Morphaological
differences betweesn projection neurors of the core and shell in the nudseus ac-
cumbsans of the rat. Neuroscence 50013 143-162,

Prado-Alcald RA, Haick M, Rivas 5, Roldén-Roldan G, GQuirarte GL {1994} Reversal of
extinglion by scopolamine, Physiol Befay 56(11.27-30,

Garin-Aguilar ME, at al (2013) Extinction procedus induces priming of dendritic
spines in LAY hippocampal field depending on strength of training m rats. Frand
Behav Newroso 6112,

Biodvedey Mi, et al. (2014) Multiple spens bautors are farmed after long-lasting LTP in
the swake rat Srain Sruct Funct 2191 :407-414.

Baiti F, Manna ), llavazhagan G, Ressignel ), Dunbar GL {2015} Moleular regulatien
of dendritic spine dynamics and their potential impact on wymaptic plasticity and
neuralagical diseades. Neuroscd Biobehay Rey S5 208-237,

Hayashl ¥, Majawska AK (2005) Dandritic spine geametry! functsanal implication and
regulation. Mewron A6{d):525-53F

Gorzalez-Burges | (2012) From symaptic trarsmission to cognitien: an Intermediany
role for dendritic spines. Srain Cogn BA{1C177-183,

Yamaguchi T, et al. {2015] Role of PEA signaling in D2 receptor-expressing newons in
the core of the nucleus sccumbens bn avershee learning. Proc Mat! Acad 5o USA
112{3611383-11388.

Wentura R, BMorrone C, Pugliseallegra 5 (2007) Prefrontadaccumbal catechalamine
system determines matvational sallerce attribution to both reward- and aversion-
related stimuli. Proc Matl Acad Soi USA 10401 21:5181-5186.

Roltrman MF, Wheeler R4, Tiesinga PHE, Rodtman J0, Carelli M (2010) Hedonic and
nuckeus accumbens neural respanses to a natural reward are regulated by aversive
conditioning. Learn Mem 17{11):539-545.

Haoltmaat AL et al, (2005) Transkent and persistent dendritic spines in the nescortex in
wiva. Meuron 45(2273-291.

Zup ¥, Yang G, Kwon E, Gan WE (2005} Long-ierm sermory deprivation prevenits
dendritic spine loss in primary somatosensory cortes, Mature 435(70481.261-265
Harris KM, Stevens 1 [1989) Dendritic spines of CA1 pyramidal cells in the rat hip-
pocampus: serial electron microscopy with reference to thes bioghysical characuer-
Istics. f Neurpscd 908):3982-2997,

Schikorski T, Stevers OF (1999) Quantitstive fine-structural anabysis of offactory cor-
tial synagses, Froc Matl Acad S0 USA SE(THa107-4112,

Musser 2, ot al. {1998) Cedl type and pathway dependence of synaptic AMPA receptor
number and variabality in the hippocampus, Mewron 2131545559,

Musser Z, Cull-Candy 5, Farrant M {1997) Differences in synaptic GABAL) receptor
number underlie variation in GAEA mini amplitude. Neuron 19(20687-7049,

. MicGearge A, Faull AL (1989) The arganization of the projection fram the cerebial

cortex to the striatum inthe rat. Meurascience 28(3):503-522.

Prado-Alcald BA, Kaufmann P, Moscona B {1980) Scopolamine and KC| injections into
the caudate nucleus. Overtraining-mduced protection against deficits of laaming,
Fharmacol Biochem Behav 132):248%-253.

Mational Research Coundl (2011) Guide for the Care and Use of Laboratary Amimals
{hational Academy of Sckences, Washington, DC), §th Ed,

Garin-Aguilar ME, Medina AC, Quirarte GL, McGaugh L, Prado-alcala RA (2014) In-
tense aversive training protects memary from the amnestc effects of hippocampal
mactivation, Hipporampas 24(15102-112

Gibb F, Koliy B {1998} A methed for vibratome sectioning of Golgi-Cox stained whole
rat Graln, ) Neuroso Methods T304

PHAS Early Edition | % of 10

130



ENAS

63,

70

.

1 of 10

RAohinson TE, Kol B {1907) Petdistent structusal modilications in fudleus stoumbens
and prefrontal corte neurens produced by pevious experiene with amghetamine,
4 Newrosci 17(21):8451-8497

Harris KM, Jensen FE, Teao B (1992} Three-dinensional strustture of dendritic spines
and synapses in rat hippocamgus (CA1) at postnatal day 15 and adult ages: im-
plications for the maturation of synaptic physiology and fong-term potentiation.
4 Neurosc 12T 2685-2705.

Paxnas G, Watsan C [MO7) The Rat Sran o Hervodaxic Coorpinates (Scademic,
Burlingtan, MA}, &th Ed.

v pnas.orgioglidoi 10,107 3pnas. 1613680113

72

73

4,

75.

Flares G, Morales-Meding JC Disz A [216) Meuronal and brain morphalogical
changes In andmal modals of schizophrend, Behay Brain Res 300:190-203

Yager LM, Garcia AF, Wunsch A8, Ferguson SM (2015) The ms and outs of the
striatuim; role in drug addiction. Mewrescence 301525541,

Gerfan CA {1988) Symaptic organizaticn of the striatum. J Electran AMarosc Tech 10{3);
265-281.

Senith AD, Belam JP (19900 The newdal nevwork of the basal ganglia as revesled by
the stedy of synaptic connections of dentified neurones, Trends Newrosed 13(7):
259-265.

Bello-Medina et al,

131



	Portada
	Resumen
	Índice General
	I. Introducción
	II. Antecedentes
	III. Hipótesis Generales
	IV. Objetivo General   V. Material y Método General
	VI. Experimento 1
	VII. Experimento 2
	VIII. Conclusiones
	IX. Perspectivas
	X. Referencias Bibliográficas
	XI. Índice de Figuras
	XII. Índice de Tablas
	XIII. Apéndice

