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1. RESUMEN.

El comportamiento flexible requerido para la adquisicion y establecimiento del
aprendizaje de inversion esta sustentado por la funcion de la corteza prefrontal y es
sensible a la integracion de la informacion emocional que es procesada por la amigdala.
La corteza prelimbica (PL) y la amigdala basolateral (ABL), presentan una conexién
sinaptica reciproca que forma el circuito PL-ABL, el cual se encarga de generar
conductas complejas de adaptacion al os cambios del ambiente. El sistema
serotoninérgico ejerce una importante funcion moduladora sobre la funcién del circuito
PL-ABL y el establecimiento del aprendizaje de inversion. La serotonina regula la
actividad theta expresada durante los procesos de aprendizaje y memoria, por lo que es
posible considerar que la lesion del sistema serotoninérgico repercute sobre las
caracteristicas de | a actividad Theta expresada en el circuito PL-ABL durante al
aprendizaje de inversion. En el presente trabajo, se realizd la lesién de las terminales
serotoninérgicas (5-HT) prefrontales, para evaluar el efecto de la lesidon sobre la
adquisicion de una tarea de aprendizaje de inversion espacial en el laberinto acuatico de
Morris, asi como sobre la actividad theta que sustenté tal aprendizaje. Para ello se
utilizaron ratas Sprague Dawley, a las cuales se les indujo la lesién de las terminales 5-
TH y se les colocd un electrodo de registro en la corteza PL y otro en la ABL. Se realizé la
evaluacion de las pruebas de aprendizaje y memoria espacial, asi como del aprendizaje
de inversion y se registrd simultaneamente la actividad eléctrica cerebral. La lesién de las
terminales 5-HT redujo al 90% la concentracion de la serotonina prefrontal, lo cual no
afectd el aprendizaje espacial. La disminucién de la serotonina prefrontal durante el
aprendizaje espacial favorecio el decremento de la actividad theta de baja frecuencia, el
incremento de la actividad theta en las frecuencias alta y maxima en la PL. Asi mismo, en
la ABL la lesién 5-HT prefrontal indujo la disminucion de la actividad theta baja y el
aumento de la actividad theta alta. Por otra parte, durante la adquisicion del aprendizaje
de inversion la disminucion de la 5-HT prefrontal no repercutié sobre la actividad theta de
la corteza PL, contrario alo observado enla ABL donde tal disminucién produjo un
incremento en la actividad theta de alta frecuencia. Los resultados sugieren que la
disminucion de serotonina prefrontal induce desinhibicion de la actividad eléctrica en la
PL con el aumento de la actividad theta de la PL y de la ABL, durante la expresion de
procesos cognoscitivos, y posiblemente alteraciones funcionales a largo plazo de las
estructuras cerebrales conectadas con la PL.

Palabras clave: aprendizaje de inversidon espacial, corteza prefrontal, amigdala
basolateral, serotonina, actividad theta.
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ABSTRACT.

The flexible behavior required for the acquisition and es tablishment of reversal
learning is supported by the function of the prefrontal cortex and is sensitive to the
integration of emotional information that is processed by the amygdala. The prelimbic
(PL) cortex and the basolateral amygdala (BLA), present a reciprocal synaptic
connection that forms the PL-BLA circuit, which is responsible for generating complex
behavior to adapt to changes in the environment. The serotonergic system exerts an
important modulating function on the PL-BLA circuit function and the establishment of
reversal learning. Serotonin regulates the theta activity expressed during the learning
and memory processes, so it is possible to consider that the lesion of the serotonergic
system affects the characteristics of theta activity expressed in the PL-BLA circuit
during the reversal learning. In the present work, the lesion of the prefrontal
serotonergic (5-HT) terminals was performed using the neurotoxic 5,7-
dihydroxytryptamine, to evaluate the effect of the lesion on the acquisition of a spatial
reversal learning task in the Morris water maze, as well as about the theta activity that
underpin such learning. Males Sprague Dawley rats were used, which lesion of the 5-
TH terminals was induced and a recording electrode was placed in the PL cortex and
another in the BLA. The evaluation of the task of learning and spatial memory, as well
as of the reversal learning was carried out and the electrical activity was recorded
simultaneously cerebral. Injury of the 5-HT terminals reduced the concentration of
prefrontal serotonin to 90%, which did not affect spatial learning. The decrease of the
prefrontal serotonin during spatial learning favored the decrease of theta low
frequency activity, the increase of theta activity in the high and maximum frequency in
the PL cortex. Likewise, in BLA the 5-HT prefrontal lesion induced the decrease of
theta low frequency activity and increased theta high frequency activity. On the other
hand, during the acquisition of reversal learning the decrease of the prefrontal
serotonin did not affect the Theta activity in the PL cortex, contrary to what was
observed in the BLA, where this increases produced in the high frequency theta
activity. The present results suggest that the lesion of serotoninergic afferent endings,
leading to an important decrease in the serotonin content in the PL induces
disinhibition of the prefrontal electrical activity increasing of the PL and the BLA theta
activity, during the expression of cognitive processes and possibly long term functional
alteration of brain structures connected with the PL.

YOANA ESTRADA REYES 2
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2. INTRODUCCION.

La capacidad de aprender y de hacer uso de la informacion previamente
adquirida, al evocarla de los almacenes neuronales de memoria, es fundamental
para el desarrollo de conductas flexibles indispensables para la sobrevivencia y la
adaptacion de los animales, (incluidos los seres humanos) a un medio ambiente

gue se modifica constantemente.

El interés por el estudio del comportamiento flexible surge a partir de la
evidencia clinica de trastornos psiquiatricos como el desorden obsesivo-
compulsivo, la farmacodependencia, los trastornos de estrés pos-traumatico, la
depresion y la esquizofrenia. En estos trastornos, se presentan alteraciones en la
capacidad de aprendizaje y de m emoria, deficiencias en el control emotivo
asociado ala percepcion de los estimulos ambientales, lo quedal ugar ala
expresion de patrones de conducta inflexibles que p ueden interferir con, y
eventualmente impedir la adaptacion de los individuos a su entorno (lzquierdo y
Jentsch, 2012). En este sentido, los estudios dei magenologia mediante
resonancia magnética funcional (fMRI), o el ectroencefalografia (EEG), muestran
alteracion de la actividad neuronal del a corteza prefrontal (CPF) en estos
pacientes psiquiatricos, en c omparacion a la actividad neuronal prefrontal en
individuos sanos. Por otro lado, en estudios post morten, se han identificado bajas
concentraciones de ne urotransmisores, como la serotonina, en la CPF de
pacientes con estos trastornos neuro-psiquiatricos. La presencia de d ichas
alteraciones neurofisiolégicas y neuroquimicas de m anera consistente en los
pacientes con las patologias psiquiatricas referidas, ha sugerido una participacion
preponderante tanto de la CPF, como de la comunicacion celular dependiente de
serotonina para el control adecuado del funcionamiento cerebral involucrado en
determinados patrones de conducta (Ferrarelli et al., 2012; Floresco, Zhang vy
Enomoto, 2009; Millet, 2013; Wolf, 2015).
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Con base en lo anterior, el estudio experimental de las caracteristicas y de
los procesos cerebrales del comportamiento flexible, has ido abordado
considerando que este patron de c omportamiento tiene como sustrato
neurofisiologico a la CPF junto con las vias de conexidén que conducen informacién
aferente a la CPF procedente del sistema limbico, en especial de la amigdala, que
dicha interaccién entre la CPF y la amigdala es regulada por la actividad del
sistema de neurotransmision serotoninérgico y que se manifiesta a través de la
generacion de ac tividad eléctrica oscilatoria subyacente a d iferentes estados
neurofisiologicos, cuyas caracteristicas pueden proporcionar informacion acerca

del funcionamiento cerebral, tanto en condiciones normales como patolégicas.
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3. ANTECEDENTES.

3.1. La corteza prefrontal.

La CPF se define anatomicamente, en las diversas especies de mamiferos
segun Rosse y Woolsey (1948), como el area cortical que posee conexiones
reciprocas con el nucleo dorsomedial del talamo. Presenta una citoarquitectura
heterogénea, conformada principalmente por neuronas de tipo piramidal de origen
glutamatérgico y de interneuronas de origen GABAérgico, distribuidas de manera
diferencial en cinco laminas celulares (Mengod, Palacios y Cortés, 2015).

El nucleo del tdlamo que se conecta con la CPF, en los primates se divide
en tres componentes principales: el magnocelular, que envia proyecciones a las
zonas medial y orbital prefrontal; el parvocelular ubicado en la porcion lateral, que
envia proyecciones principalmente a la regioén lateral prefrontal y; por ultimo el
componente paralaminar correspondiente a la porcion medial del nucleo, situada
entre la lamina parvocelular y la lamina interna, que proyecta hacia la parte frontal
(area 8 segun Brodmann) de la corteza (Fuster, 1997). A partir de estas vias de
proyeccion la CPF recibe informacion de otras estructuras subcorticales que ha
sido previamente procesada en el nucleo dorsomedial; por ejemplo, la porcion
magnocelular recibe informacién de la formacion reticular mesencefalica, de la
amigdala, de la corteza prepiriforme y de la corteza temporal inferior; y la porcion
parvocelular recibe proyecciones de la substancia negra y la formacion reticular
(Fuster, 2008). Estas ultimas conexiones presuponen la relaciéon de la CPF con
estructuras involucradas en el control del movimiento. Por su parte, el cerebelo y
el globo palido también envian informacion motora la CPF através de una
conexion con el nucleo dorsomedial y ventromedial del tdlamo. Adicionalmente,
existe una via cerebelar-prefrontal que incluye al talamo lateral y los ganglios
basales.

YOANA ESTRADA REYES 5
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De manera complementaria a las vias de conexion indirecta a traves del
nucleo dorsomedial del talamo, la CPF posee conexiones directas y reciprocas en
algunos casos, con estructuras corticales y subcorticales como son: el tallo
cerebral, el sistema limbico, los ganglios basales, las regiones de asociacién de la
corteza parietal, occipital y temporal (Fuster, 1997). De igual manera, las
subregiones de la CPF estan comunicadas entre si. En los primates, las
subregiones de la corteza reconocidas son: la corteza prefrontal medial (CPFm),
lateral (CPFI) y orbitofrontal (COF) (Figura 1), considerando su extension en el
plano dorso-ventral y antero-posterior (Fuster, 2002).

En mamiferos pequefios, como la rata, la subdivisidn comun de la corteza
corresponde a: la corteza orbitofrontal (COF) y prefrontal medial (CPFm), la cual a
su vez esta conformada por la region agranular medial (AGm), la corteza del
cingulo anterior (CCA), la corteza prelimbica (PL) y la corteza infralimbica (IL)
(Vertes, 2004). Lar egidn PL recibe proyecciones abundantes del nucleo
dorsomedial del talamo y conexiones aferentes originadas en es tructuras
sensoriales y motoras, asi como en es tructuras limbicas como la amigdala
(Krettek y Price, 1977); ademas se ha descrito una conexion directa de la region
PL con el hipocampo ventral (Jay et al., 1989). En seres humanos no se han
descrito conexiones directas con el hipocampo; sin embargo, en los primates no
humanos se han descrito: una via conexion reciproca indirecta que va de la CCA
hacia la corteza entorrinal y otra que parte del COF a la corteza perirrinal (Barbas,
2015).

YOANA ESTRADA REYES 6
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Lateral B

Figura 1. A la izquierda se muestran las subdivisiones generales de la
CPF en el humano: los numeros corresponden alas areas que de
acuerdo con Brodmann son reconocidas como parte de |la corteza
(Fuster, 2008). A la derecha se muestran las subdivisiones de la CPF
de la rata: ACd, corteza del cingulo; PL, prelimbica; IL, infralimbica;

OFC, corteza orbitofrontal.

Se han identificado notables diferencias citoarquitectonicas en la CPF de
los seres humanos, los primates no humanos y los roedores, de tal manera que
no existe una estricta homologia de esta estructura entre diferentes especies. En
los seres humanos y en los primates no humanos, regiones especificas de la CPF
constituyen sustratos morfologicos y funcionales para tipos especificos de
conductas, por lo que la inactivacion o el dafo de tales regiones pueden dar lugar
al deterioro o a la pérdida de diferentes tipos de funciones. En el caso de especies
de pequeios mamiferos (como la rata), las regiones de la CPF que sustentan
comportamientos especificos se caracterizan por tener unad istribucion
generalizada, es decir que un dafo restringido dentro de la CPF no
necesariamente ocasiona la pérdida de la funcion, dado que otra u otras partes de
la misma estructura pueden asumir el control de la funcion.

En primates la regién lateral de la CPF recibe informacion de origen visual,
auditiva y somatica, que es incorporada inicialmente por la corteza parietal,

occipital y temporal; asi la corteza realiza la integracién de la informacion sensorial
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necesaria para organizar y ejecutar las funciones cognitivas superiores (Ongr y
Price, 2000).Por otro lado, a través del talamo y de la regién orbital de la corteza,
el area lateral del a CPF recibe informacion procedente del a formacion
hipocampal, lo que representa una importante influencia adicional para el

aprendizaje motor y la formacion de la memoria (Figura 2).

CORTEZA DE
ASOCIACION

CORTEZAS POSTERIOR
SENSORIALES

HIPOTALAMO

TALAMO CORTEZA MOTORA

PRIMARIA

NUCLEOS DEL
RAFE

\

ESTRIADO

AMIGDALA

HIPOCAMPO

Figura 2. Esquema de algunas conexiones reciprocas de la Corteza
Prefrontal (CPF) con otras estructuras cerebrales de importancia

para la generacion y control conductual.

La regién medial de la CPF esta ampliamente conectada con el hipocampo
y otras areas del I6bulo temporal, por lo que es posible relacionarla con el proceso
de almacenamiento temporal de la informacion (Ongiur y Price, 2000). La
informacion que comparte la region orbitomedial con el mesencéfalo, el hipotalamo
y la amigdala se ha relacionado con el estado emocional propio, los impulsos y la
motivacion de los individuos (Fuster, 2002).

En los primates, la corteza orbitofrontal se puede d istinguir la porcion
anterior (COFa) de la posterior (COFp), con base en las vias de comunicacion
establecidas con el sistema limbico y con el hipocampo y, por la funcion que
sustenta (John et al., 2013). La COFa se caracteriza por proveer el sustrato

YOANA ESTRADA REYES 8
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morfologico y funcional de procesos de atencidn dirigida, indispensables para la
discriminacion eficiente de estimulos relevantes en la adaptacién de los individuos
al entorno, mediante la regulaciéon de la integracion de la informacion procedente
del resto del cerebro; como seria el caso, por ejemplo, de la informacion
involucrada en la orientacién espacial que procesa el hipocampo o la informacion
involucrada en los estados emocionales que procesa la amigdala (Clarke et al.,
2015). Por otra parte, a la COFp se le atribuye de manera destacada la funcion de
integrar la informacién que forma parte de la emotividad asociada a los procesos
cognoscitivos de naturaleza mas compleja (como el razonamiento), ligados a la
generacion de patrones de comportamiento adaptativo. La informacion involucrada
en procesos emocionales accede a la COFp através devias de c onexion
especializadas con los nucleos que conforman la amigdala, estructura principal en
el procesamiento de informacion en funcion de estados emocionales (John et al.,
2013; Pape y Pare, 2010).

En la rata la region que sustenta la funcion realizada en primates por la
COFp corresponde a la CPFm, especificamente la corteza PL y la IL (John et al.,
2013). La corteza PL de la rata presenta conexiones directas con el hipocampo
ventral y conexiones indirectas con hipocampo dorsal a través del talamo, por lo
que es posible hablar de ella como la region homologa (funcionalmente), a la COF
del primate (John et al., 2013). Una de las contribuciones funcionales que se le ha
adjudicado al a PL es la capacidad dei nhibir las estrategias previamente
aprendidas, ademas de constituir parte del sustrato anatomico para la adquisicion
de las propias estrategias, ya ques u inactivacion farmacologica propicia
deficiencias en tareas que implican cambio de estrategias, con la consecuente
manifestacion de conductas perseverantes (Ragozzino, 2007).

Por otro lado, las terminales sinapticas que c onvergen enl a CPF
procedentes del cerebro anterior basal, el locus coeruleus, el area tegmental
ventral y el nucleo del rafé son de destacada importancia, debido a que tales
estructuras cerebrales son el origen de los sistemas de neur otransmision
colinérgica, noradrenérgica, dopaminérgica y serotoninérgica, respectivamente,

que incluyen vias aferentes a la CPF que en su conjunto pueden dan dar lugar a
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un complejo sistema de modulacion de la excitabilidad celular en los circuitos de la
CPF; con la participacion de procesos sinapticos activadores o inhibidores de la
actividad neuronal dependientes de las acciones de los diferentes
neurotransmisores en las terminales sinapticas aferentes (Briand et al., 2007).

Con base enlos sistemas de c omunicacidn neuronal mencionados, se ha
propuesto que el papel funcional general que desempefia la CPF es la integracion
y organizacion temporal de la informacién proveniente del resto del cerebro, para
la generacion de r espuestas neurofisioldgicas involucradas en la expresion de
patrones de comportamiento flexibles, que podrian favorecer la adaptacién de los
individuos a las contingencias ambientales presentes y futuras (Funahashi, 2001;
Fuster, 2002).

3.2. El comportamiento flexible.

El comportamiento flexible, hace referencia a la capacidad de los individuos
para modificar los patrones de r espuesta conductual ante la modificacion del
entorno (Evers et al.,, 2007; Ragozzino, 2007). Comprende capacidades
cognoscitivas complejas como el razonamiento légico, la planeacién de las
acciones, la toma de decisiones y el control voluntario de estrategias de respuesta,
que a su vez dependen del desarrollo de los procesos basicos de aprendizaje y
memoria finamente organizados. Estas funciones cognoscitivas incluyen el
aprendizaje generado por procesos neurofisiolégicos mediante los cuales se
adquiere informacion a partir de la exposicidén a estimulos ambientales novedosos,
que tienen repercusion en el comportamiento de | os individuos, asi como la
memoria, que c onsiste la capacidad para retener o al macenar la informacion
aprendida (Pierce y Cheney, 2004).

La memoria se clasifica, en términos generales, con base en el tiempo en el
cual la informacién ha sido retenida por el sustrato neural en: memoria de corto

plazo y memoria de |l argo plazo. En la memoria de c orto plazo la retencién
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temporal dela informacién corresponde a segundos, horas, semanas, incluso
pocos meses, antes de ser eliminada o, dada su relevancia, ser sometida a los
procesos de consolidacion en el largo plazo. En el sistema de memoria de corto
plazo la informacién es recordada tal como se aprende, no s ufre modificacion
alguna y mantiene el orden en que s e presentd. Por su parte, en la memoria de
largo plazo la informacion procesada es mantenida por el sustrato neural, aun
después de transcurrido un largo tiempo (afios) y, la informacion es reorganizada
de acuerdo a su relevancia (D" Esposito, 2008).

Considerando quel a formulacion del comportamiento precisa de
mecanismos que i ntegren ambos sistemas de m emoria, que p ermitan la
actualizacion de la informacidn necesaria para la expresion de conductas flexibles,
se ha sugerido a la CPF como la estructura que proporciona el sustrato
neurofisioldgico necesario para la coordinacion de dichos sistemas de memoria
(Fuster, 2002). De esta manera, ante las diversas contingencias ambientales, los
individuos pueden formular respuestas eficientes y ventajosas. Estas acciones
son necesarias durante la busqueda de satisfactores, cuando los individuos deben
desplazarse de un sitio a otro, dentro y fuera de su ambiente, para satisfacer las
necesidades basicas (alimento, refugio, seguridad, reproduccién, comunicacion,
por mencionar algunas) y recreativas. En esta busqueda, el individuo requiere
aprender y recordar la localizacion espacial de los diversos componentes del
entorno, es decir que los individuos necesitan generar mapas de nav egacion
espacial para desplazarse de forma eficiente hacia las metas que motivan vy
orientan su conducta, apoyados en la identificacion de diferentes elementos del
medio que sirven como sefal para ubicar el objetivo meta, asi como para prevenir
y/o evitar riesgos (Bennett, 1996).

Asi, la coordinacion de los sistemas de memoria permite el aprendizaje de
nueva informacion de nat uraleza variada (por ejemplo, sensorial, emotiva).
Simultaneamente pueden ocurrir procesos que inhiben la expresion del recuerdo
de lo previamente aprendido, evitando que la informacién almacenada interfiera
con la adquisicion de la informacién reciente (Chudasama, Doobay y Liu, 2012).

Estos procesos que c onstituyen parte del funcionamiento la CPF, estan
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involucrados en el control inhibitorio de respuestas que fueron adecuadas en un
momento dado para una situacion determinada, pero que tienen que dejar de
ejecutarse para dar paso a la adquisicion y ejecucion de nuevas estrategias
acordes a las nuevas necesidades de interaccion ambiental (Floresco et. al., 2009;
Logue y Gould, 2014). La investigacion experimental, se ha orientado de manera
importante al esclarecimiento de los procesos neurobiolégicos que subyacen a
dicho control inhibitorio. Para tal propodsito, se han implementado diferentes
modelos de ev aluacion conductual, entre los que pod emos mencionar al
aprendizaje de inversion, la extincion del comportamiento condicionado, la toma
de decisiones y el cambio de escenario o modalidad, entre otros (Murray y Wise,
2010).

El modelo de aprendizaje de inversion, esta orientado al estudio del proceso
neurofisiologico por el cual un individuo modifica la expresion de su conducta en
funcion de | a identificacion de ¢ ambios en la asociacion respuesta-resultado
durante el aprendizaje de di scriminacion de es timulos, der eglas ode
contingencias de ubicacion espacial (Clarke et al., 2004; Izquierdo y Jentsch,
2012; Schiller y Delgado, 2010; Walker et al., 2009). El procedimiento requiere de
la inhibicién de la informacion inicialmente aprendida como adecuada, para dar
lugar al a adquisicion de un a nueva estrategia de respuesta acorde a la
contingencia en curso; ya que el cambio de estrategia tiene lugar en presencia de
los estimulos que guiaron el aprendizaje previo, el proceso es acompanado por
trazos de memoria emotiva que representan el vinculo establecido por la
asociacion estimulo-reforzador de la primer estrategia (lzquierdo y Jentsch, 2012;
Schiller y Delgado, 2010). Presumiblemente, dichos procedimientos tienen como
principal sustrato neuroanatémico-funcional a la CPF; ademas de otras regiones
cerebrales implicadas en el aprendizaje como lo son el hipocampo, el estriado, la
amigdala y los nucleos de origen de varios de los sistemas de neurotransmision,
que ejercen un papel modulador sobre la actividad neuronal (Bissonette et. al.,
2014; Clarke et al., 2007; Roberts, 2006; Shaw et. al., 2013; Stalnaker et al.,
2007). La participacidn de cada estructura en el proceso es influenciada por la

naturaleza de la informacion procesada; por ejemplo para tareas de flexibilidad
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conductual en las que se emplea una recompensa como reforzador del as
respuestas conductuales las estructuras ques e hani dentificado como
participantes destacadas son la CPF, el cuerpo estriado, ademas del sistema
serotoninérgico prefrontal y la dopamina estriatal (Clarke et al., 2007, 2011). Por
otro lado, en tareas en las que se emplea un reforzador negativo (un castigo o
cualquier estimulo aversivo) se observa la intervencion preponderante de la CPF,
la ABL y del sistema serotoninérgico prefrontal (Ineichen et al., 2012; Schiller y
Delgado, 2010).

De esta manera, diversos estudios sugieren que la comunicacion neuronal
establecida entre la CPF y la amigdala, tiene una participacion determinante de las
caracteristicas del comportamiento, con la CPF participando como un integrador
de la informacion procesada por la amigdala y esta estructura como un almacén

de la memoria y sus componentes emocionales.

3.3.La amigdala

La amigdala, es una region localizada en el |6bulo temporal medial, se
conforma a par tir de 13 n ucleos por lo que reciben el nombre de “ complejo
amigdaloide”. De acuerdo con las caracteristicas citoarquitectonicas,
histoquimicas y a las conexiones sinapticas que establece con otras estructuras se
ha realizado una clasificaciéon general de los nucleos de la amigdala en ftres
grupos principales: el primer grupo son nucleos profundos o grupo basolateral, que
incluyen al nucleo lateral, el nucleo basal y el nucleo basal accesorio. El nucleo
lateral y el basal conforman la amigdala basolateral (ABL). El segundo grupo esta
constituido por los nucleos superficiales o grupo de tipo cortical, el cual comprende
el nucleo cortical y los nucleos del tracto olfatorio lateral; y el grupo centro-medial
conformado por el nucleo central y el medial (Figura 3). Adicionalmente a los
nucleos que forman parte de esta clasificacion existen otros grupos celulares que
también son parte del complejo, pero que por sus caracteristicas no corresponden

a ninguno de los grupos principales, se trata del conglomerado de c élulas

YOANA ESTRADA REYES 13



EFECTO DE LA DISMINUCION DE SEROTONINA PREFRONTAL, SOBRE LA ACTIVIDAD ELECTRICA DEL CIRCUITO

PRELIMBICO-AMIGDALA, EXPRESADA DURANTE LA INVERSION DEL APRENDIZAJE ESPACIAL, EN RATAS 72017

intercalares, la amigdala anterior y del zona amigdalo-hipocampal (Pitkanen,
Jolkkonen y Kemppainen, 2000; Sah et al., 2003). Cabe mencionar que, estudios
comparativos de las vias de conexiones aferentes y eferentes del complejo
amigdaloide en primates, ratas y gatos muestran una gran similitud entre las
especies. Las caracteristicas neuroquimicas de las neuronas que conforman los
circuitos neuronales de la amigdala son heterogéneas: el nucleo basolateral (ABL)
estd formado principalmente por neuronas glutamatérgicas y por
aproximadamente un 20% de neuronas de naturaleza GABAérgica; en el nucleo
central y ene | conglomerado de células intercalares las neuronas son
GABAérgicas (Pape y Pare, 2010; Prager et al., 2015).

Ventriculo  Cuerpo Hipocampo
lateral calloso Fimbria

Amigdala Nucleo Central ~ Nicleo Medial

dela dela
Basolateral Amigdala Amigdala

Nucleo
basal
accesorio

Figura 3. Nucleos de la amigdala en el cerebro de la rata, implicados en
procesos cognoscitivos. LA, nucleo lateral; BL, nucleo basal; AB, nucleo
basal accesorio; CE, nucleo central; ME, nucleo medial; CO, nucleo
cortical; % representa el principal grupo de células intercalares; OT,
tracto optico. D, L M y V, indican la orientacidon de las estructuras y se
refieren al plano dorsal, lateral, medial y ventral, respectivamente

(tomado de Pape y Pare, 2010).
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La amigdala recibe informaciéon de toda la gama sensorial la cual
comprende estimulos auditivos, visuales, olfatorios, somatosensoriales, gustativos
y viscerales, a través de sus conexiones con las regiones de asociacion, de las
cortezas primarias, los bulbos olfatorios accesorios y la corteza piriforme, de la
corteza parietal insular en el I6bulo temporal, del nucleo parabranquial pontino, del
nucleo talamico, de las cortezas insular anterior y posterior. Adicionalmente,
comparte una gran cantidad de conexiones reciprocas con regiones cerebrales
como la CPF, por lo que es considerada parte importante de los procesos
cognoscitivos de aprendizaje y memoria. Por su parte, la corteza perirrinal, la
corteza entorrinal, la corteza parahipocampal y el hipocampo mantienen
comunicaciones neuronales importantes con la amigdala, y al tratarse de
estructuras involucradas en los procesos de memoria declarativa de largo plazo es
posible considerar que la funcion de la amigdala es realizar la asociacion

emocional de la informacién sensorial actual y pasada (Sah et al., 2003).

3.4. Circuito neural CPF-ABL.

Cuando un individuo se enfrenta a contingencias cognoscitivas que incluyen
estimulos con un s ignificado emocional (previamente adquirido), se evoca tal
recuerdo y la amigdala trasmite la informacién a la CPF, para que esta estructura
realice una integracion completa del contexto y la informacion sea organizada en
una respuesta adaptativa eficiente (Pape y Pare, 2010). Los circuitos neuronales
que se han establecido entre estas estructuras se caracterizan por tener
conexiones sinapticas reciprocas y dependiendo de la ubicacion dentro de cada
subregion en la que tienen lugar, se observan repercusiones neurofisiologicas
distintivas que son expresadas a través de diferentes patrones de comportamiento
(Dilgen, Tejeda y O'Donnell, 2013; Pape y Pare, 2010).
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CPF
DORSOLATERAL

cOE \ ANTERIOR
POSTERIOR

VENTROMEDIAL

Figura 4. Conexion de la corteza prefrontal (CPF) con los nucleos
de la amigdala en el primate. COF, corteza orbitofrontal; ABL,
complejo de |l a amigdala basolateral; Cel, nucleo central; CeM,

nucleo medial; ITC, masa de células intercalares.

La COF en los primates esta conectada con la amigdala a nivel de la ABL
(Figura 4), mientras que en roedores, como la rata, es la regién medial de la CPF
la que recibe inervaciones de esta porcion de la amigdala (John et al., 2013).
Ademas, se ha identificado en roedores que la CPF medial en su porcion dorsal
(PL) y ventral (IL) regulan la actividad neuronal de forma diferencial en la ABL
(Figura 5), mediante sus conexiones con la amigdala (Pape y Pare, 2010; Sierra-
Mercado et al., 2011).

De esta manera, la activacion neuronal prefrontal de la subregion PL da
lugar a la activacion de las neuronas de la ABL, lo cual favorece el aprendizaje de
contingencias estimulo-reforzador y la expresion de conductas de miedo evocadas
mediante esquemas de condicionamiento. Por su parte, la inervacion prefrontal
que recibe la ABL proveniente de la IL genera una atenuacion en la actividad de
tal region y ocasiona el cese de la expresion de conductas condicionadas
relacionadas con la asociacion estimulo-reforzador, placentero o aversivo,
suprimiendo entonces la comunicacion de informaciéon emocional procedente de la
ABL hacia la CPF, lo que interfiere con la adquisicion de informacion (Bravo-
Rivera et al., 2014; Sotres-Bayon et al., 2012; Sierra-Mercado et al., 2011).
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Figura 5. Conexiones de la corteza prefrontal con los nucleos de la amigdala
en la rata. C.C, Corteza del Cingulo; COF, corteza orbitofrontal; CPFm,
corteza prefrontal medial; PL, corteza prelimbica; IL, corteza infralimbica;
ABL, complejo de la amigdala basolateral, LA, nucleo lateral; BL, nucleo
basal; Cel, nucleo central; CeM, nucleo medial; ITC, masa de c élulas

intercalares.

Ademas del papel modulador que ejerce la CPF sobre la funcion de la ABL
y viceversa, se ha reportado que los sistemas de neurotransmisidon que inervan la
CPF estan involucrados a su vez con el funcionamiento eficiente del circuito CPF-
ABL (Dzirasa et al., 2013). Por ejemplo, se ha dem ostrado que el sistema
serotoninérgico juega un papel clave en el desarrollo de la conducta flexible al
modular la comunicacion neuronal y participar en la generacién de patrones de
actividad eléctrica que sustentan la integracidon y el procesamiento de la
informacion de m anera dinamica entre la CPF y otras estructuras cerebrales
(Andrade, 2011; Roberts, 2011; Puig y Gulledge, 2011).

3.5. Sistema serotoninérgico.

La serotonina o 5-Hidroxitriptamina (5-HT), es una amina sintetizada en
todos los animales a partir del aminoacido triptéfano (Figura 6), que se encuentra
en todos los 6rganos del cuerpo (Briand, 2007). Con respecto al sistema nervioso,
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la 5-HT se sintetiza en las terminales axdnicas de ne uronas cuyos cuerpos
somaticos se localizan en los nucleos del rafé, ubicados en la linea media de la
formacion reticular del tallo cerebral (Cools et al., 2007). Los nucleos del rafé estan
conformados de nueve agrupaciones celulares nombradas en orden de posicidon
caudal arostral como B1 aB 9 (Figura 7), desde esta region las neuronas
serotoninérgicas inervan at odo el sistema nervioso central at ravés del
establecimiento de contactos sinapticos o presentandose como terminales libres,
por lo que la accion de la 5-HT es compleja (Hornung, 2010).

Los procesos metabdlicos de este sistema repercuten en la actividad de
otros sistemas de neurotransmisién, debido a la vasta cantidad de receptores a 5-
HT distribuidos en todo el cerebro, a través de los cuales se generan respuestas
de inhibicion od e excitacion neuronal que dependen del tipo de receptor
expresado. Actualmente son siete las subfamilias de receptores a5 -TH
reconocidas en todo el sistema nervioso central, descritas y nombradas del 1 al 7,
y en cada una de las subfamilias también se han identificado subtipos (Mengod,
Palacios y Cortés, 2015).

Triptéfano 5-OH-Triptéfano

- CH,CH—NH, Triptéfano hidrolasa HO >—~—CH,CH—NH,
O | (1-99.1.4) Q10 |
N~ COOH —— N~ COOH

0, /; NN Y

A Y

, e
Has-Biopt Ho-Biopten . .
iopterin >-Biopterin ‘ L-Amino Acido
Pirodoxal .
Descarboxilasa
Fosfato
(4-1.1.27)
NH3+H20, H,0+05 A
x
HO. / HO -
\@r\' —CHzﬁH N\ / ‘*%CHzCHQ—NHg
v o i SO
5-OH-Indol Aldehido (14.3.4) 5-OH-Triptamina (5-HT)

Serotonina

Figura 6. Sintesis de la serotonina a partir del aminoacido Triptéfano.
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La regulacion de la 5-HT depende de dos procesos altamente eficientes: la
recaptura y la degradacion enzimatica del neurotransmisor. El transportador de
serotonina (SERT, por sus siglas en inglés: serotonin transporter), localizado en
las membranas de las terminales sinapticas y en el arbol dendritico de las
neuronas serotoninérgicas, cumple con la funcion eliminar la 5-HT del espacio
sinaptico a través del proceso de recaptura del neurotransmisor, para el posterior
reciclamiento de la molécula en el interior de la terminal presinaptica.

El trasporte de la 5-HT circundante en la hendidura sinaptica, ocurre cuando
la molécula se une al sitio de reconocimiento del trasportador, para el que es
altamente afin, se genera un cambio conformacional que permite su entrada al
interior de la terminal y le acompafian moléculas de sodio (Na*) y cloruro (CI);
unas vez concluido el trasporte se disocian y la 5-HT es conducida al re-
empaquetamiento en las vesiculas presinapticas (Murphy et al., 2004). Por otro
parte, la degradacion enzimatica de la 5-HT en las terminales sinapticas es
efectuada por la enzima mitocondrial monoamino oxidasa (MAO), la cual requiere
de la union con su cofactor el flavinadenindinucleétido (FAD). La MAO transforma
la 5-HT, a través de un p roceso de des amidacion oxidativa, en 5-hidroxi-3-
indolacetaldehido (5-HIAL) y posteriormente por accion de la enzima aldehido
deshidrogenasa se produce acido 5-hidroxi-3-indolacetico. De las isoenzimas
conocidas dela MAO (MAOa y MAOg), es la MAOa la que pr esenta mayor
afinidad por la 5-HT y por tanto la encargada de realizar la degradacion.

La principal inervacion serotoninérgica que recibe la CPF es de los nucleos
del rafé dorsal (NRD: B6 y B7) y del rafé medial (NRM: B5 y B8). La comunicacion,
a través de conexiones neuronales, del NRD con la CPF es reciproca, lo que
representa una via de regulacion por retroalimentacion de la actividad entre el
NRD y la CPF (Briand et al., 2007; D'Souza y Craing, 2010). En la CPF se han
identificado una gran densidad de receptores de las subfamilias 5-HT1a) y 5-HT2a
y ¢), distribuidos tanto en las neuronas piramidales como en las interneuronas
(Andrade, 2011; Briand et al., 2007; Mengod, Palacios y Cortés, 2015). De manera

similar, la amigdala presenta una abundante inervacion serotoninérgica del RD vy
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los receptores que se expresan en esta region son del tipo 5-HT2ayc) y del 5-HT3
(Prager et al., 2015).

Corteza

Cerebelo

V

Bulbo Olfatorio ipocampo =
Talamoe \\A)‘ - _M

’ |
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Amigdala

Hipotalamo

Nucleos del Rafé

Figura 7. Inervacion del sistema serotoninérgico en el cerebro de

rata. B1-B9 nucleos del Rafé.

Debido a su complejidad y amplia distribucion en el cerebro, el sistema
serotoninérgico se hav inculado con la regulacion de importantes funciones
cerebrales, como son: los estados de suefio-vigilia, repuestas a factores de estreés,
estados def atiga, actividad motora, funciones autébnomas y el manejo de
informacion relevante en el desarrollo de otras conductas, y procesos cognitivos

superiores (Cools et al., 2007).

Se ha identificado plenamente que la disfuncion de dicho sistema se traduce
en diversos desordenes psiquiatricos y emocionales. Por ejemplo, bajas
concentraciones de 5-HT en plasma se han relacionado con trastornos como la
depresion, la esquizofrenia, la anorexia nerviosa y los desordenes obsesivo-
compulsivos; dichas patologias, comparten unac aracteristica comun, la
incapacidad para presentar conductas flexibles (Evers et al., 2007; Mendelsohn et
al., 2009; Robbins y C rockett, 2010). Ademas, se ha de mostrado que la

desregulacion del sistema serotoninérgico produce cambios en las vias de
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comunicacion del circuito CPF-ABL que son expresados mediante la modificacion
de las oscilaciones eléctricas en diferentes frecuencias y que correlacionan con
cambios en los patrones de conducta (Cools, Robinson y Sahakian, 2008; Dzirasa
et al., 2013; Narayanan et al., 2011; Puig y Gener, 2015).

3.6. Actividad eléctrica cerebral

En seres humanos y en otras especies de mamiferos (por ejemplo en el
gato, el conejo, la rata) se ha estudiado con gran interés la actividad eléctrica
cerebral, mediante diferentes técnicas que permiten realizar el registro de la
actividad eléctrica extracelular unitaria (de una célula), multi-unitaria (de un grupo
reducido de c élulas), y de la actividad de campo (en regiones cerebrales
delimitadas). Lo que ha permitido que actualmente se reconozca la generacion de
la actividad eléctrica de tipo oscilatorio como una expresion del funcionamiento
cerebral. Para su estudio dicha actividad oscilatoria ha sido agrupada en bandas
de frecuencia, esto es el numero de ondas generadas por segundo, medidas en
Hertz, (Hz). De manera general se reconocen la banda delta (2-4 Hz), theta (4-8
Hz), alfa (8-12 Hz) beta (15-30 Hz) y gama (30-80 Hz), esta clasificacion
corresponde principalmente a esta modalidad de | a actividad eléctrica cerebral
registrada en seres humanos (Hermann, Struber y Helfrich, 2015; Puig y Gener,
2015).

Cabe mencionar que entre las diferentes especies de mamiferos existen
discrepancias en los rangos de f recuencia que c orresponderian alas bandas
Theta y Alfa en los seres humanos, debido al a diversidad de c ondiciones
experimentales en que s e han o btenido los registros (anestesia, restricciéon o
libertad de movimiento, bajo efectos de f armacos, etc.). Asi, enr oedores se
reconoce el rango de la actividad theta entre 3Hz y 12 Hz (Lukatch y Maciver,
1997).
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La actividad eléctrica cerebral puede expresarse de manera diferente en
distintas regiones cerebrales, dependiendo de las condiciones fisiolégicas y
conductuales de los individuos. De esta manera, la actividad eléctrica oscilatoria
presenta caracteristicas especificas de amplitud y de frecuencia, que resultan del
flujo de informacién, a través de sefales eléctricas y quimicas, en los circuitos
neuronales propias de c ada estructura, asi como entre regiones cerebrales
anatémicamente cercanas y/o distantes (Dzirasa et al., 2013; Hermann, Struber y
Helfrich, 2015; Lesting et al., 2011; Puig y Gener, 2015).

Un ejemplo sobresaliente en torno a la importancia de la actividad eléctrica
cerebral como expresion del funcionamiento del cerebro es la actividad de la
banda Theta, la cual ha sido ampliamente vinculada con los estados de suefio, de
alerta, el movimiento (Colgin, 2013) y con la expresion de los procesos de
aprendizaje y de memoria (Buzsaki; Colgin, 2013;).

La vasta investigacion en torno a la generacion de la actividad Theta ha
permitido clasificar dicha actividad en dos tipos: de alta frecuencia o de tipo 1, que
vadelos 6 alos 12 Hz y se caracteriza por presentarse durante los estados de
conductas voluntarias de los animales, como son el movimiento de cabeza, el
desplazamiento, la exploracidén, la manipulacion de objetos, entre otro tipo de
conductas activas. Este tipo de ac tividad es sensible a la administracion
intraperitoneal de anestésicos que dac omo resultado la interrupcion de su
expresion; pero es resistente a las acciones dela atropina. Por su parte, la
actividad correspondiente al rango de los 4 a los 7 Hz es conocida como de baja
frecuencia o tipo 2, depende de la actividad del sistema colinérgico y es resistente
a la mayoria de los anestésicos, pero sensible a la administracién intraperitoneal
de atropina. Esta actividad se obs erva, durante la expresidon de patrones
conductuales tales como: el acicalamiento, la alimentacién y la inmovilidad tipo
“congelamiento” (Kramis, Vanderwolf y Bland, 1975).

Por otra parte, durante la expresion de la conducta atento-quieto se han
identificado fluctuaciones de la actividad Theta en el rango de los 4 a los 9.5 Hz en
el hipocampo, rango semejante al que se presenta durante el movimiento. Este

resultado sugiere que los dos tipos de actividad Theta estan presentes siempre
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que un individuo adquiere informacion del entorno en que se desenvuelve (Olvera-
Cortés et al.,, 2013). Ademas, la generacion y regulacion de la actividad theta
corresponde au n fendbmeno de gr an complejidad porque depende de la
participacion de diversas regiones cerebrales, como son el hipocampo, el complejo
banda diagonal de Broca/Septo medial, el nucleo reticular pontis-oralis y los
nucleos supramamilares (Colgin, 2013:Gutiérrez-Guzman et al., 2011, 2012;
Lépez-Vazquez et al., 2014; Olvera-Cortés et al., 2013; Puig y Gener, 2015).

Teniendo en consideracién que la actividad Theta fluctua con respecto a los
fendmenos fisioldgicos y conductuales, se ha propuesto para su estudio la division
de la banda en sub-bandas, con la finalidad de analizar los posibles cambios en
cada sub-banda en respuesta a los diferentes estados conductuales (Olvera-
Cortés et al., 2002). Por ejemplo, Olvera-Cortés et al. (2002) realizaron la
clasificacion de la banda Theta en las siguientes sub-bandas: de baja frecuencia
(4-6.5 Hz), de alta frecuencia (6.5-9.5 Hz) y de maxima frecuencia (9.5-12 Hz).
Bajo este esquema analizaron la actividad Theta Hipocampal de ratas, durante la
resolucién de una tarea de aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris,
los autores observaron que la potencia de la sub-banda de alta frecuencia se
incrementd principalmente durante el aprendizaje espacial pero noen otras
condiciones conductuales. Por su parte las sub-bandas de baja y de m axima
frecuencia no presentaron modificaciones significativas durante el aprendizaje de
la tarea espacial.

La CPF y la ABL, también presentan actividad Theta; sin embargo, de
manera general se ha considerado que dicha actividad es modulada por la
actividad del sistema hipocampal. En la amigdala se ha observado actividad Theta
durante los estados de suefio paraddjico y durante la respuesta de anticipacion a
estimulos nocivos; la interrupcion de la generacion de actividad Theta en la ABL
repercute en el proceso de consolidacién de la memoria de miedo y en la memoria
de extincion del mismo (Lesting et al., 2011; Popa et al., 2010). Paz, Bauer y Paré
(2008), realizaron un estudio sobre la actividad unitaria y de campo local en la
CPFm de gatos, y observaron la generacion de actividad Theta durante el estado

de alerta en reposo. Dicha actividad se incrementé durante los periodos de espera
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para la ejecucion de una tarea de condicionamiento. Ademas, la evaluacién de
actividad unitaria de la CPFm mostr6 quel as neuronas dispararon
preferentemente en la fase negativa de Theta (Paz et al., 2008).

Por su parte O'Neil, Gordon y Sigurdsson (2013), mediante la
implementacion de una tarea de memoria de trabajo espacial en ratones, también
analizaron la generacion de ac tividad eléctrica enf orma de es pigas en las
neuronas y la actividad de campo local en la CPFm. Estos autores confirmaron
que las neuronas de la CPFm modulan su tasa de disparo en relacién con la fase
de la onda de la actividad Theta (en la fase descendiente en su mayoria); ademas,
se observé un incremento significativo en la amplitud de la actividad Theta y una
disminucién en la actividad Delta, durante los periodos previos a la eleccion
correcta de una respuesta conductual y una disminucion significativa de amplitud
de la actividad Theta cuando la eleccion resultaba incorrecta (O Neill, Gordon y
Sigurdsson, 2013).

Adicionalmente, se ha obs ervado que la inervacién serotoninérgica por
parte de los nucleos del rafé hacia las estructuras en las que se genera Theta
desempena un papel determinante, no solo para su generacién sino también para
el cambio de un rango de frecuencia a otro (Gutiérrez-Guzman et al., 2011; Lépez-
Vazquez et al., 2014; Olvera-Cortés et al.,, 2013; Vanderwolf y Baker, 1986).
Vanderwolf y Baker (1986), demostraron que la inhibicion de la recaptura de
serotonina en el hipocampo por accién farmacologica interrumpe la generacion de
la actividad Theta tipo 1 (no colinérgica), lo que implica cambios en los patrones
de comportamiento del os animales (Vanderwolf, 1989). Estudios recientes
sustentan la participacion del sistema serotoninérgico en la generacion de Theta,
por ejemplo: Gutiérrez-Guzman et al. (2011), observaron que durante la resolucién
de una tarea aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris, la actividad
Theta de las sub-bandas debaj a y alta frecuencia (4-6.5 y 7-9.5 Hz
respectivamente) enr atas con disminucion de serotonina en el hipocampo
presentaron mayor potencia relativa en la alta frecuencia en correlacion con una
facilitaciéon en la ejecucion de la tarea de aprendizaje y memoria espacial, en

comparaciéon con animales sin disminucion de serotonina.
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3.7. Estudios experimentales entorno al comportamiento flexible

Los modelos experimentales han demostrado que la lesidn o la inactivacion
(transitoria o per manente) de la subregion orbitofrontal de la CPF, propicia
deficiencias en el desempefio de tareas en las que se evalua la flexibilidad
conductual, la toma de decisiones y la inhibicion de c onductas no apropiadas
(Man, Dalley y Roberts, 2009; Roberts, 2006). La desregulacién de la actividad
neuronal prefrontal, propicia la expresion de conductas compulsivas e impulsivas,
que ocasionan un retraso temporal en el establecimiento del aprendizaje y en
ocasiones lo impiden (Clarke et al., 2007; Izquierdo y Jentsch,
2012).Especificamente, se ha demostrado que bajo un esquema de atenuacion de
la funcion del sistema serotoninérgico prefrontal, los individuos mantienen la
capacidad para aprender exitosamente tareas de adquisicion de reglas,
discriminacion visual y olfativa, la deficiencia se observa durante la inversion de
las tareas previamente adquiridas, cuando se requiere inhibir una r espuesta y
adquirir otra (Clarke et. al., 2004, 2007; Roberts, 2011).

Otros autores (Lopez- Vazquez et al., 2006) analizaron la actividad multi-
unitaria en la PL enr atas con lesion del sistema serotoninérgico prefrontal
mientras realizaban una tarea de memoria de corto plazo en un laberinto radial
terrestre; sus resultados mostraron que ante la disminucién de s erotonina la
actividad eléctrica de la PL se incrementa con respecto ala observada en
animales cuyo sistema no ha sido lesionado. Este incremento en la actividad de
PL correlacion6 con un mejor desempeio de |a tarea por parte de los animales
lesionados en c omparacion con los animales sin lesion. Por otro lado, otros
estudios han mostrado que ante la disminucion de |a serotonina prefrontal se ha
observado también que los individuos presentan dificultades durante la adquisicion
del aprendizaje de inversion en tareas con reforzadores positivos (Clarke et. al.,
2004, 2007; Roberts, 2011). De acuerdo a lo anterior, es posible que el sistema
serotoninérgico participe de manera diferencial dependiendo de las estructuras
cerebrales involucradas y de los procesos de aprendizaje.
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Ademas de la participacion del sistema serotoninérgico en el aprendizaje,
también es importante la comunicacién de la corteza prefrontal con otras
estructuras; a este respecto, se ha observado que | a inactivacion de |l a region
medial y la dorso-medial del estriado, en primates no hum anos y roedores,
respectivamente, favorece el desarrollo de conductas inflexibles, similares alas
observadas con el dafio del sistema serotoninérgico prefrontal (Castané et al.,
2010; Clarke et al., 2008; Robinson et al., 2010). Cabe mencionar que, el estriado
se caracteriza por procesar la informacion de naturaleza placentera y, el sistema
de neurotransmision encargado de la modulacién de la flexibilidad conductual en
esta regidn es el sistema dopaminérgico y no el sistema serotoninérgico (Castainé
et al., 2010).

Sin embargo, si consideramos que el estriado y la CPF tienen un sistema
de comunicacién através del cual comparten la informacion que procesan de
manera independiente, entonces el aprendizaje de inversidn parece requerir la
participacion coordinada de diversas estructuras cerebrales moduladas por los
distintos sistemas de neurotransmisién. Dentro de estas estructuras figura ademas
la amigdala, una estructura encargada del aprendizaje y la discriminacién de
estimulos ambientales con base en el significado emocional que representa para
los individuos. La informacién una vez procesada por la amigdala es compartida
con diferentes regiones de la CPF para poder ser integrada al a respuesta
conductual (lzquierdo et al., 2013; Rudebeck y Murray, 2008;). A este respecto
Stalnaker et al. (2007), realizaron un analisis comparativo del efecto de inactivar la
ABL y la COF en ratas, sobre la adquisicion del aprendizaje de inversidon. Los
resultados confirmaron que la inactivacion de la COF propicia unretraso enla
adquisicion del aprendizaje de inversion, mientras que la inactivacién de la ABL no
tuvo efectos en dicho aprendizaje. Adicionalmente, los animales que presentaron
inactivacion simultanea de la COF y la ABL exhibieron un comportamiento flexible

equiparable al de un animal intacto.

Lo anterior sugiere que la retroalimentacion de la CPF hacia la amigdala es

importante para un buen desempefio, lo cual no se logra con la inactivacién de la
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corteza. Aparentemente, la inactivacion de ambas estructuras permite que un
sistema paralelo, en el que participa otra region prefrontal, organice el aprendizaje
con informacion procedente de alguna otra region de la amigdala.

Aparentemente, los trazos de i nformacion emocional que influyen en el
establecimiento y expresion del comportamiento flexible, requieren de la
participacion de la amigdala, la CPF ademas de los sistemas de neurotransmision
ejercidos por la dopamina y la serotonina (Figura 8) (Cools, Roberts y Robbins,
2007; Boureau y Dayan, 2010; Kehagia, Murray y Robbins, 2010). Algunos de los
estudios al respecto, han reportado la ocurrencia de cambios en la concentracion
de la serotonina prefrontal durante la exposicion a estimulos que generan estrés o
temor y, tales cambios son correlacionados con las modificaciones en la actividad
neuronal de la CPF y en las vias de comunicacion establecidas con el resto del
cerebro, asi como con la expresion de la conducta (Amat et al., 2005, 2006, 2008;
Rozeske et al., 2011). Cools et al. (2008), sugieren que la disminucion aguda del
triptéfano de la dieta en humanos, favorece la identificacion de estimulos aversivos
y el desarrollo de conductas de evitacidn a tales estimulos, lo que permite resolver
satisfactoriamente una tarea de aprendizaje de inversion, esto debido a un
incremento en | a atencion dirigida sobre el estimulo que es td generando la

aversion.

Por su parte Bari et al. (2010), mostraron quel a disminucion del a
serotonina en diversas regiones cerebrales (entre ellas la COF, la CPFm, el
Hipocampo, la Amigdala) repercutié negativamente en la inversion de una tarea de
condicionamiento operante probabilistico (reforzado a través de la obtencion o no
de una recompensa apetitiva), que coincidié con el incremento en la identificacion
del estimulo no recompensado por parte de los individuos. Un fendbmeno contrario
se observo en la misma prueba conductual, cuando se incrementd la funcion
serotoninérgica a través de la administracion de inhibidores selectivos de la
recaptura de 5-HT (ISSR), es decir, se favorecio el establecimiento de la inversion
y se incremento la sensibilidad a la identificacion del estimulo recompensado (Bari
et al., 2010). Por otro lado, en un estudio realizado por nuestro grupo de trabajo en
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ratas con lesion del nucleo del rafé dorsal (NRD) que fueron evaluadas en una
tarea aprendizaje de inversidn de reglas en un laberinto en T acuatico, se observo
la facilitaciéon del establecimiento de la conducta de inversion por parte de los
animales lesionados con respecto a los animales control (Estrada, 2011). Por su
parte Barlow et al. (2015), indicaron que la manipulacion de la expresion de las
enzimas MAOa y MAOg altera la expresion de conductas flexibles,
especificamente se observo una conducta altamente perseverativa cuando se
presenta una disminucion en la funcion enzimatica en el NDR y conjuntamente, un
incremento de la expresion de ambas enzimas en la COF lateral. Recientemente
Zhukovsky et al. (2017), demostraron que la inhibicion de la MAOa, ademas de
incrementar la concentracién de la 5-HT en la COF, el NDR y la ABL, mejoré el
comportamiento flexible al reducirse la perseveracion. ElI comportamiento
perseverante fue asociado a un estado de baja ansiedad y a una baja
concentracion de serotonina plasmatica, lo cual sugiere que la serotonina participa
en la modulacion del componente emotivo para guiar la conducta en este tipo de

tareas.

NUCLEOS
DEL RAFE
DORSAL

NUCLEOS
DE LA
AMIGDALA

Figura 8. Comunicacion de la CPF con la Amigdala y los Nucleos del Rafé
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En este sentido, se ha reportado que la disminucion de la serotonina
prefrontal, facilité la adquisicion del aprendizaje de inversion, cuando los animales
fueron sometidos a la exposicion aguda de una situacion de estrés (Thai et al.,
2013); sin embargo, otros estudios han reportado que la exposicidn cronica al
estrés, junto con la disminucién en la concentraciones de s erotonina cortical,
gener¢ deficiencias en el desempefio del aprendizaje de inversion (Lapiz-Bluhm et
al., 2009).Tales discrepancias podrian deberse a los distintos disefios empleados
para evaluar el aprendizaje de inversién, lo que determina la participacion o no del

sistema serotoninérgico durante el aprendizaje.

En el aprendizaje de inversion, las aproximaciones proporcionadas por los
estudios de r egistro de ac tividad eléctrica cerebral no invasivos, constatan la
activacion neuronal de la CPF en el aprendizaje de inversién de una tarea de
discriminacion de estimulos visuales asociados a una r ecompensa o un ¢ astigo
(Rozeske et al., 2011; Xue et al.,, 2013). Por otro lado, mediante el registro
invasivo de actividad cerebral, ha sido posible identificar, durante el aprendizaje de
asociacion estimulo-reforzador (placentero o aversivo), la generacidén de patrones
de respuesta diferencial por parte de las neuronas de la CPF y de la amigdala;
Ademas, se ha observado que una vez establecido el aprendizaje de inversion, la
activacion de la CPF se anticipa a la activacion de la amigdala, esto sugiere que la
funciéon de la CPF regula la participacion del a amigdala en dicho proceso
(Morrison et at., 2011).

Es importante sefialar que la literatura especifica sobre el estudio de la
actividad eléctrica que subyace a la conducta flexible evaluada con el aprendizaje
de inversion es escasa; no obstante, hay avances en el estudio de la funcion CPF-
amigdala durante la expresion de conductas flexibles, utilizando modelos de
aprendizaje de miedo condicionado. En estas tareas un estimulo condicionado
(como el sonido de una c ampana) se asocia con un estimulo no condicionado
(generalmente es una des carga eléctrica a las patas del animal); después de
algunas repeticiones el sujeto presenta la conducta de miedo con solo escuchar la
campana. Después de este aprendizaje, la flexibilidad conductual es evaluada con
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la extincién del miedo condicionado; este es un proceso que ocurre después de la
repetida exposicion al estimulo condicionado sin la presencia del estimulo no
condicionado (Schiller y Delgado, 2010). Bajo este esquema de aprendizaje, la
actividad neuronal de C PF aumenta durante el aprendizaje del miedo
condicionado, (Courtin et. al, 2013); lo contrario ocurre en el proceso de extincién,
la actividad de campo prefrontal se incrementa y las respuestas al miedo son
inhibidas (Vouimba y Maroun, 2011).

Por otro lado, Sotres-Bayon et al. (2012), demostraron que la inactivacion
de la ABL en la rata, disminuye la actividad de las neuronas piramidales en la
corteza PL, lo que correlaciona con la expresion atenuada de las conductas de
miedo. Por lo tanto, la informacion procesada por la amigdala favorece el
condicionamiento al miedo cuando ésta alcanza a la CPFm; en tanto que durante
la extincion de d icho condicionamiento la CPFm deber egular la salida de
informacion procedente de la amigdala. A este respecto, los resultados derivados
del anadlisis del a actividad cerebral revelaron la existencia de es tados de
sincronizacion diferencial en la actividad de campo local entre la CPF y la ABL, en
relacion con los procesos de a prendizaje, memoria y manipulacién de la
informacion. Especificamente se observo el acoplamiento en la frecuencia Theta
entre la CPFm y la ABL durante la expresion y extincion del miedo condicionado
(Chang et al., 2010; Lesting et al., 2011, 2013; Popa et al., 2010).

La modulacién de la activacion de la CPF por parte de la ABL es un
fendbmeno que s e ha obs ervado en es tados de ans iedad y estrés, donde la
integracion de informacion emocional se convierte en un proceso de primer orden,
al suponer la integridad del individuo en riesgo. Likhtik et al. (2014), observaron en
ratones que durante la resolucidn de un a tarea de m iedo condicionado la
generacion de actividad eléctrica lenta (comprendiendo las frecuencias Delta y
Theta) se incrementa ante la presentacion de los estimulos del condicionamiento
en la CPFm, la ABL y el Hipocampo. Ademas la capacidad de los animales para
discriminar entre el estimulo inofensivo y el aversivo coincide con el incremento en

la coherencia de Theta (4-12 Hz) entre la CPFm y la ABL, siendo preponderante
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ante la presentacion del estimulo condicionado y coordinada por la actividad Theta
de la CPFm (Likhtik et al., 2014; Likhtik y Paz, 2015; Stujenske et al., 2014). Esto
enfatiza el papel que desempefia la via de ¢ omunicacion CPF-ABL en la
evaluacion del riesgo y la modulacion dinamica de las respuestas al estrés ante el

peligro.

Por otra parte, estudios electrofisiologicos recientes revelaron que el estado
de activacion de la CPF es modificado por la estimulacion de la ABL al modificarse
la transmision sinaptica de las proyecciones reciprocas entre dichas regiones
(Dilgen et al., 2013; Cho et al., 2013; Tejeda y O'Donnell, 2014). Dilgen et al.
(2013), demostraron que la estimulacion eléctrica de la ABL, en ratas
anestesiadas, ocasiona el incremento de la activacion de interneuronas de origen
GABAérgico localizadas en la CPF, lo cual implica respuestas de inhibicidén en las
neuronas piramidales de la corteza. Por su parte Tejeda y O'Donnell (2014),
observaron que la aplicacion de trenes de estimulacion de alta frecuencia en la
ABL propicia la inhibicion de la CPFm e interfiere con la respuesta sinaptica de la
corteza ante las entradas de informacion aferente procedentes del Hipocampo.
Por lo tanto, es posible que ante situaciones altamente estresantes la actividad de
la ABL interfiera la comunicacion del a CPF con otras regiones cerebrales
importantes para los procesos cognoscitivos flexibles (Dilgen et al., 2013; Tejeda y
O’'Donnell, 2014). Por su parte Srejic et al. (2015), reportaron que la activacion de
la CPFm através detrenes de es timulacion de a lta frecuencia generdé una
disminucién significativa de la tasa de di sparo celular ent oda la poblacion
neuronal del rafé dorsal, denotando la importancia que desempeia la corteza en la
modulacién de otras regiones cerebrales y, por lo tanto resaltando la necesidad de

su correcta funcion.

Con respecto a la participacion del sistema serotoninérgico en la
modulacién de | a actividad oscilatoria generada entra la ABL y la CPF, se ha
reportado que en modelos murinos que no expresan el transportador de 5-HT (5-
HTT), la sincronia del circuito se incrementa en el rango de actividad Theta y esto

se correlaciond con deficiencias en la memoria de ex tincion del miedo

YOANA ESTRADA REYES 31



EFECTO DE LA DISMINUCION DE SEROTONINA PREFRONTAL, SOBRE LA ACTIVIDAD ELECTRICA DEL CIRCUITO

PRELIMBICO-AMIGDALA, EXPRESADA DURANTE LA INVERSION DEL APRENDIZAJE ESPACIAL, EN RATAS 72017

condicionado (Narayanan et al., 2011; Bocchino et al., 2016). Por otro lado, la
sobre-expresion  del transportador repercute negativamente en las
concentraciones de serotonina, y atenua la generacién de Theta durante el
condicionamiento al miedo (Bocchino et al., 2016). Como podemos observar, la
mayoria de | os estudios que relacionan la actividad theta y la expresion de
conductas flexibles son paradigmas de miedo condicionado. Por lo tanto, aun se
requiere de mas estudios en los que se evalue la funcion de la serotonina en la
modulacién de las oscilaciones Theta en cada unadel as estructuras que
conforman los circuitos cerebrales que sustentan el comportamiento flexible bajo

diversas situaciones de aprendizaje.

3.8. Investigacion clinica.

Como podemos observar, el comportamiento flexible es un pr oceso
complejo y dinamico, sustentado por circuitos neuronales cortico-limbicos, en los
que la integracion dela informacién de naturaleza emocional tiene un papel
fundamental para la expresion del aprendizaje de inversion. Dichos circuitos son
modulados de manera activa por el sistema serotoninérgico, que participa en los
procesos cognitivos y por lo tanto se sugiere que m odifica la generacion de
patrones de actividad eléctrica que subyacen alos procesos de aprendizaje y
memoria (lzquierdo y Jentsch, 2012; Morrison et at., 2011). Diversas patologias
que cursan con conductas perseverantes (inflexibles), presentan alteraciones en el
sistema serotoninérgico a nivel cortical, lo que posiblemente ocasiona alteraciones
en la comunicacidn entre diferentes estructuras neurales; dichas alteraciones

modificarian a su vez la actividad neuronal subyacente.

Reportes clinicos de trastornos psiquiatricos que s uponen alteracion del
sistema serotoninérgico, han identificado una deficiente expresion de conductas

flexibles. Entre los trastornos psiquiatricos en los que se presenta tal alteracién se
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encuentran los desordenes obsesivo-compulsivos, la pérdida de control del estrés
postraumatico, la adiccion a los juegos de azar, la persistencia en el abuso de
sustancias adictivas, y la esquizofrenia, entre otros. Por ejemplo Millet et al.
(2013), apoyados en la técnica det omografia por emision de pos itrones,
observaron que la capacidad cognoscitiva de pac ientes diagnosticados con
desorden obsesivo-compulsivo para resolver pruebas neuropsicologicas es
deficiente comparada con la capacidad de voluntarios sanos ademas de que | a
actividad metabolica de la region frontal se encuentra atenuada en los pacientes
psiquiatricos; este resultado enfatiza la participacion relevante de la CPF en el
desarrollo de las capacidades cognoscitivas.

Ferrarelli et al. (2015), analizaron mediante electroencefalograma de alta
densidad, la generacion de la actividad eléctrica cortical en pacientes con
esquizofrenia y voluntarios sanos, sometidos a una sesion estimulacion magnética
trascraneal, durante la resolucion det areas cognitivas de memoria. Los
resultados mostraron que | os pacientes con esquizofrenia presentaron una
reduccion en la activacion de la CPF, la cual se relacion6 con una ejecucion
deficiente de las tareas en comparacién con los voluntarios sanos. Por su parte, el
estudio de pacientes con desorden de estrés postraumatico, han observado que
los pacientes presentan un aumento en la generacion de ondas eléctricas de baja
frecuencia en las regiones frontales, por lo que se especula la posibilidad de que
exista un estado de alteracion de la funcion de la CPF vy, por lo tanto la informacion
emotiva procesada por la amigdala no e s modulada de manera correcta para
inhibir las respuestas emotivas propiciadas por el evento traumatico (Kolassa et
al., 2007). En el caso de los desérdenes de depresion, los pacientes se han
caracterizado por presentar conductas rigidas, de naturaleza emotiva, que han
sido relacionadas con bajas concentraciones enl| a serotonina del plasma
sanguineo y con alteraciones en la expresidn genética de la enzima triptéfano
hidrolasa- 2 que regula la sintesis del neurotransmisor (Challis y Berton, 2015;
Dzirasa et al., 2013). Estas evidencias se suman al interés por conocer las bases
neurofisiologicas de los diferentes trastornos, a través del desarrollo de estudios
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experimentales que sustenten la participacion activa de regiones cerebrales como
la CPF, la amigdala y el nucleo del rafé dorsal durante la adecuada expresion de
comportamiento adaptativo (Challis y Berton, 2015; Puig y Gener, 2015).

En la actualidad es ampliamente aceptado que la atenuacién de la funcién
del sistema serotoninérgico cerebral es una de las causas principales del
desarrollo de alteraciones en las vias de comunicacién neuronal entre la CPF con
el resto de las estructuras cerebrales (Puig y Gulledge, 2011). Sin embargo, aun
no se ha establecido si la disfuncion del sistema serotoninérgico, inicialmente
localizada en a Iguna estructura cerebral, por ejemplo la CPF, ocasiona un
deterioro en aque llas estructuras con las que dicha corteza esta intimamente
conectada, por ejemplo la amigdala, aun cuando en esta estructura la funcion
serotoninérgica sea normal. Por lo tanto, para estudiar si la disminucion de
serotonina prefrontal afecta la comunicacion entre la PL y la ABL, se plantea
evaluar la actividad eléctrica de dicho circuito durante la expresién de conductas
flexibles.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Si bien el sistema serotoninérgico participa en los procesos cognitivos que
involucran la flexibilidad conductual, su papel como neuromodulador de la
plasticidad sinaptica en estructuras inervadas por dicho sistema, no se conoce en
su totalidad. Al respecto, la corteza prelimbica (PL) y la amigdala basolateral
(ABL) son estructuras inervadas por los nucleos del rafé cuyas terminales liberan
serotonina durante la expresion de procesos cognoscitivos. De acuerdo con las
evidencias clinicas y experimentales, las alteraciones ene | sistema
serotoninérgico repercuten sobre la funcién del circuito PL-ABL dando como
resultado diversas patologias caracterizadas por inflexibilidad conductual. De
acuerdo con ello, es posible que alteraciones iniciales especificas del sistema
serotoninérgico prefrontal afecten la actividad eléctrica en | a amigdala, una
situacion que podria generalizar el desbalance de dicho sistema neuromodulador y
que a la postre da origen a una patologia. Por lo tanto, en este trabajo, se plante6
evaluar si una alteracion del sistema serotoninérgico prefrontal modifica la
comunicacion en la corteza PL y la ABL aun cuando no se observen efectos
evidentes sobre la expresion de conductas flexibles como sucede en las etapas
iniciales de desarrollo de las neuropatologias.
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5. JUSTIFICACION.

Ciertas caracteristicas de los desordenes psiquiatricos, tales como la
esquizofrenia, la depresién, el desorden obsesivo-compulsivo, la anorexia
nerviosa, los desordenes de estrés post-traumatico y el abuso de psico-
estimulantes, han sustentado la importancia del papel que desempefa el circuito
corteza PL-ABL y de la actividad moduladora del sistema serotoninérgico en los
procesos cerebrales involucrados en la flexibilidad del comportamiento. En la
actualidad los avances en el estudio de los aspectos neuroquimicos que forman
parte de los procesos neurales relacionados con la flexibilidad conductual son
limitados a pesar de que las evidencias post-mortem evidencian alteraciones en
los sistemas de neurotransmisién que modulan la funcion cerebral. Por lo anterior,
la realizacion del presente trabajo contribuira al conocimiento de la participacion
del sistema serotoninérgico prefrontal sobre la funcién neural entre estructuras

interconectadas con la corteza.
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6. HIPOTESIS.

6.1. HIPOTESIS GENERAL.

La reduccidn de las terminales serotoninérgicas aferentes a la corteza
prefrontal medial, modificara la actividad theta en el circuito PL-ABL durante el

aprendizaje de inversion espacial.

6.2. HIPOTESIS PARTICULARES.

1) La reduccion de las terminales serotoninérgicas aferentes a la corteza
prefrontal facilitara el aprendizaje de inversion.

2) La reduccion de las terminales serotoninérgicas aferentes a la corteza
prefrontal incrementara la potencia de las sub-bandas de la actividad theta
prefrontal subyacente al aprendizaje de inversion.

3) La reduccién de las terminales serotoninérgicas aferentes a la corteza
prefrontal incrementara la potencia de las sub-bandas de la actividad theta

de la ABL subyacente al aprendizaje de inversion.
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7. OBJETIVOS.

7.1.0BJETIVO GENERAL.

Analizar la actividad eléctrica en el circuito PL-ABL durante el aprendizaje

de inversion espacial, en ratas con disminucion de la serotonina prefrontocortical.

7.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Evaluar el aprendizaje de inversion espacial en ratas con denervacion

serotoninérgica prefrontal.

2. Analizar la actividad Theta en el area PL de ratas con denervacion
serotoninérgica prefrontal durante la adquisicion y durante el aprendizaje

de inversion.

3. Analizar la actividad Theta de la ABL en ratas con denervacion
serotoninérgica prefrontal durante la adquisicion y durante el aprendizaje

de inversion.
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8. METODOLOGIA.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague Dawley, de 4 meses de edad
al momento de las pruebas, mantenidas en condicion estandar de bioterio; ciclo
luz-oscuridad de 12 hr., en un cuarto a temperatura constante de 23° C, con
acceso al agua y la comida ad libitum. El manejo de los animales se apego a las
normas Yy disposiciones del Instituto de Investigacion Biomédica del IMSS, a la Ley
General de Salud y a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999. No. De
registro ante el comité de investigacion y ética de la Facultad de ciencias médicas
y biolégicas UMSNH 003/P/5/2016.

Las ratas fueron agrupadas en forma aleatoria de la siguiente manera: un
grupo experimental (n=12), al cual se le practicO una lesion cronica de las
terminales serotoninérgicas que inervan la corteza prefrontal medial, mediante
inyeccion intracerebral de un c ompuesto neurotéxico; un grupo control (n=10), al
cual se le aplicé la solucién vehiculo del compuesto neurotoxico en dicha corteza
(Figura 9).
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Ratas macho Sprague Dawley 4-6
meses de edad

Grupo experimental Grupo control

N=12 N=10

Inyeccion de 8 pg de 5,7-DHT en 0.5
ul solucion salina al 0.1 % acido
ascorbico

Inyeccion de solucion vehiculo en el
mismo volumen que el neurotoxico

CPF medial

Ambos hemisferios cerebrales

CPF medial

Ambos hemisferios cerebrales

Implante ipsilateral cronico :
Electrodo en PL
Electrodo en ABL

Figura 9. Esquema de los grupos de experimentacién y los procesos realizados.

Implante ipsilatereal cronico:
Electrodo en PL
Electrodoen ABL
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8.1. Lesidn del sistema serotoninérgico de la corteza prefrontal.

Cada animal fue anestesiado con una inyeccion intraperitoneal de
pentobarbital sédico de 60 mg/kg de peso. Al grupo experimental se le aplicé una
inyeccion de ¢ oncentracion de 8ug de sal de s ulfato de c reatinina 5,7-
Dihidroxitriptamina (5,7-DHT) disuelto en 0.5pl de solucion salina al 0.1 por ciento
de acido ascoérbico (como agente antioxidante del 5,7-DTH (Sinhababu vy
Borchardt, 1988), en la corteza prefrontal prelimbica de am bos hemisferios
cerebrales (Izumi et al., 2012). La dosis de 5,7-DHT que fue aplicada, se eligid con
base enunes tudio previo realizado en nuestro laboratorio, ene | cual se
determinaron (por cromatografia liquida deal ta resolucion, HPLC) las
concentraciones de 5-HT en la CPF medial y se obtuvo una disminucién del 90%
de 5-HT enel grupo experimental con respecto al grupo control (datos no
publicados). Las inyecciones se aplicaron con una aguja Hamilton de 10pul, a una
velocidad de infusion de 0.5pul por minuto, utilizando una técnica estereotaxica
para la localizacion del sitio preciso de la inyeccion de acuerdo con las
coordenadas descritas por Paxinos y Watson, 1997 ( 2.2 mm anterior, 0.5 mm
lateral, 3.5 mm dorsovetral, con respecto a la posicion de Bregma). Transcurrido el
tiempo de infusion se mantuvo la aguja 5 minutos en la zona de aplicacién con la
finalidad de asegurar que el neurotéxico no se dispersara al momento de retirar la
aguja. Las ratas control se sometieron al mismo proceso de cirugia y recibieron
una inyeccion de solucion salina del mismo volumen en que f ue inyectado el
neurotoxico a los animales del grupo experimental. En este trabajo se utilizé como
solucion vehiculo a la solucién salina libre de acido ascérbico, debido a que la
aplicacion local intracerebral de ascorbato (forma ionizada del acido ascérbico)
promueve la liberacion de g lutamato, de m anera dosis dependiente, con los
consecuentes efectos neurotoxicos que ello conlleva (Morales et al., 2012; Rebec
et al., 2005). Ademas, previamente nuestro grupo de investigacion observo que la
aplicacién de acido ascérbico en el septo medial promovié la modificacién del
metabolismo serotoninérgico (Olvera-Cortés 2003). Por lo tanto, al grupo control
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se le aplico solucion salina, con la finalidad de no promover la modificacion de los
sistemas corticales que sustentan los procesos de aprendizaje y memoria. Las
ratas control se sometieron al mismo proceso de cirugia y recibieron una inyeccion
de solucion salina en el mismo volumen en que fue inyectado el neurotoxico de los
animales del grupo experimental. El 5,7-DHT, es un neurotdxico cuya afinidad por
el transportador de 5-HT y de norepinefrina (NE) supera la afinidad que tienen por
los propios neurotransmisores. El neurotéxico interactua con el trasportador para
ingresar al interior de las terminales, una vez dentro de la terminal el 5,7-DHT vy
sus metabolitos sufren procesos de a utoxidacion, donde se generan especies
reactivas de oxigeno; asi como un pr oceso de r educcion (especificamente el
producto 4,5,7-DTH), lo que implica un estado de hipoxia en las terminales que
favorece la vulnerabilidad de la célula ante las especies de oxigeno reducido, las
cuales estarian desencadenando los procesos neurodegenerativos que culminan
con la muerte celular de las neuronas que sintetizan serotonina y norepinefrina
(Sinhababu y Borchardt, 1988).

Debido aque el 5,7-DHT modifica tanto el metabolismo de las neuronas
serotoninérgicas como de | as noradrenérgicas, se les aplicé a los animales del
grupo experimental, 30 minutos antes de la lesion una inyeccién de 30 mg/kg de
desipramina ({3H}DMI) por via intraperitoneal, con la finalidad de evitar la captura
del neurotoxico por parte de las terminales noradrenérgicas. La {3H}DMI, presenta
una alta afinidad por los sitios de unién del transportador para la recaptura de NE,
por lo que mediante una inhibicién competitiva impide, ademas de la recaptura de
NE, el ingreso del 5,7-DHT en las terminales noradrenérgicas, esto sin modificar la
afinidad del trasportador de 5-HT por el neurotoxico (Lee y Snyder, 1981; Lee,
Javitch y Snyder, 1982).
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8.2. Implante de electrodos.

Inmediatamente después del procedimiento de lesion del sistema
serotoninérgico de la corteza prefrontal se implantaron a permanencia: un
electrodo bipolar en la corteza PL bajo anestesia con pentobarbital (30 mg/kg, i.p),
en las coordenadas estereotaxicas 3.1 mm anterior, 0.8 mm lateral y 3.1
dorsoventral; y un electrodo bipolar en la amigdala basolateral en las coordenadas
3.1 mm posterior, 5.0 mm lateral y 8.5 mm dorsoventral, con respecto a la posicion
de Bregma (Paxinos y Watson, 1997). El implante de los electrodos se realizé de
manera ipsilateral, por lo que 5 animales de cada grupo tuvieron el implante en el
hemisferio derecho y los otros 5 en el hemisferio izquierdo. Un tornillo de acero
inoxidable se colocd en el hueso frontal, para utilizarse como electrodo a de
referencia. Los electrodos se construyeron con alambre de n icromo aislado
(60um), colocado dentro de una canula de acero (calibre 27G) cubierta con resina
epoxica aislante. Los electrodos de registro y el de referencia, se ensamblaron en

un conector, que después se fijo firmemente al craneo utilizando acrilico dental.

Luego de dos semanas de recuperacion, los animales fueron evaluados en
las pruebas de a prendizaje y memoria espacial con registro simultaneo de la

actividad eléctrica cerebral.

8.3. Pruebas de aprendizaje y memoria espacial con registro simultaneo de la
actividad eléctrica cerebral.

Los animales fueron evaluados en su capacidad de aprendizaje en el
laberinto acuatico de Morris (Figura 10). El laberinto se dividié virtualmente en
cuatro cuadrantes de igual tamafo, con referencia a los puntos cardinales (N, S, E
y O). Una plataforma de es cape circular, de material plastico, de 10 cm de
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diametro, se colocd a 3 cm por debajo de la superficie del agua, con una ubicacion

fija en el centro de uno de los cuatro cuadrantes del laberinto (cuadrante objetivo).

El procedimiento de evaluacién incluy6é dos pruebas de aprendizaje que se
llevaron al cabo de manera sucesiva. La primera correspondio al aprendizaje de la
posicion de |l a plataforma en el cuadrante fijo y enla segunda se evalu6 el
aprendizaje de inversidon, que consistié en el aprendizaje de la posicion de la
plataforma pero en el cuadrante opuesto a la posicion previamente aprendida; en
estas condiciones los sujetos de ex perimentacién deben inhibir la respuesta
aprendida para dar paso al aprendizaje de |a nueva posicion de |a plataforma.
Para cada etapa, el entrenamiento consistio de s eis ensayos diarios, con un
intervalo de 2 minutos entre cada ensayo, durante 4 dias consecutivos. En cada
ensayo la rata fue colocada en el agua, de frente a la pared del laberinto, desde
seis puntos elegidos de forma pseudo-aleatoria, a partir de los cuales cada rata
inicio la busqueda y posible localizacion de la plataforma durante un tiempo limite
de 60 segundos.

Laberinto acuatico de Morris

lluminacion Camarade lluminacion
video cable para el Aprendizaje de la posicion

TEgE de la plataforma en el
simultaneode

actividad eléctrica cuadrante fijo

Aprendizaje
de inversion

Seiiales visuales -

w©
1)
3
g
]
o
o
£

0,

Plataforma 1,5 m de didametro

25°Ctemperatura de agua

Figura 10. Laberinto acuatico de Morris utilizado para las pruebas
conductuales de aprendizaje espacial y de inversion.
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Cada ensayo fue interrumpido cuando la rata encontré la plataforma
(latencia de escape) antes de 60 s; de lo contrario, la rata fue guiada y colocada
en la plataforma por el experimentador, y la latencia de escape correspondié a 60
s. Se le permiti6 al a rata permanecer enl a plataforma durante 15s; a
continuacion, durante el intervalo entre ensayos, cada animal fue retirado del
laberinto y se le coloco en una caja de alojamiento seca, en una posicion cercana
a la tina, sin acceso visual al espacio donde se encontraba ubicado el laberinto.
Las trayectorias que siguieron los animales experimentales para la busqueda vy
localizacion de la plataforma se registraron mediante video-grabacién (programa

Video Bench, DataWave Technologies).

Del registro de video se analizé la latencia de escape (tiempo empleado
para la busqueda y localizacion de la plataforma) de cada ensayo, asi como el
numero de c ruces quer ealizé cada animal el primer dia del a etapa del
aprendizaje de inversion, en la posicion donde se encontraba ubicada la
plataforma durante la primera etapa da prendizaje (previa a la prueba del

aprendizaje de inversion).

8.4. Registro de la actividad eléctrica cerebral (AEC).

El registro de la actividad eléctrica cortical y de la amigdala incluyo el rango
de frecuencias entre 1y 100 Hertz (Hz) y fue muestreado con una frecuencia de
1024 Hz; dicho registro se obtuvo mediante el equipo Neurodata Acquisition
System Model 12 de GRASS, Astro-Med, Inc. Instrument Division.

Previo a las pruebas efectuadas diariamente en el laberinto acuatico de
Morris se obtuvo un registro basal, en cada animal de experimentacion, mojado,

en la condicion atento-quieto, en la caja de alojamiento.

Durante cada uno de los ensayos de cada dia, se obtuvieron registros
durante la condicién de busqueda de la plataforma. El registro fue almacenado
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para su analisis posterior mediante la transformada rapida de Fourier (a través de
herramientas del programa Matlab) para obtener el espectro de potencia absoluta
de la actividad Theta y en base a este determinar las potencias relativas. El
espectro de potencia absoluta correspondié al v alor de amplitud al cuadrado
(mV?) del espectro obtenido en el intervalo de 4 a 12 Hz. Por su parte la potencia
relativa se obtuvo como el porcentaje de la potencia con el que cada sub-banda
contribuyé a la potencia absoluta. Los valores de pot encia relativa fueron
normalizados mediante la ecuacion (John et al., 1980):

y=In(x/(100-x))
Donde In=logaritmo natural,
x=valor de la potencia relativa, por tanto
y=valor normalizado de la potencia relativa.

Las comparaciones de las respectivas potencias fueron realizadas de
acuerdo con la correspondiente condicion de registro. Tanto en la PL y como en la
ABL, se analizo la actividad correspondiente a la banda theta comprendida entre 4
y 12 Hz, la cual fue dividida en tres sub-bandas: una sub-banda de baja (4-6.5 Hz),
una de alta (7-9.5 Hz) y otra de maxima frecuencia (10-12 Hz). La division en sub-
bandas permite encontrar los posibles cambios sutiles en la actividad eléctrica
cerebral asociados con la conducta.

8.5. Determinacion de la concentracion de serotonina en la corteza prefrontal.

Concluidas las pruebas de aprendizaje y memoria espacial los animales
fueron sacrificados por decapitacion para diseccionar en frio la CPF medial del
hemisferio libre de electrodos. El tejido se homogenizo en frio con acido clorhidrico
(HCI) 0.1 N, se lavo con agua desionizada y se le adicion6 una solucion de acido

perclérico-cloruro de po tasio (KCI), enseguida se llevd a centrifugar a 5000
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revoluciones por minuto, para posteriormente realizar la determinacién de la
concentracion de s erotonina por la técnica de cromatografia de liquidos de alta
resoluciéon (HPLC). Los datos se reportan en pi cogramos sobre microgramos
(pg/mg) y, se compararon mediante una t de Student considerando una p<0.05.

8.6. Localizacién de la posicion de los electrodos de registro en el cerebro.

La localizacidon de los electrodos fue verificada en el hemisferio restante,
que fue fijado en paraformaldehido y a los procedimientos histolégicos de tincion

con violeta de cresilo.

8.7. Estadistica.

8.7.1. Variables conductuales.

Los valores del atencia de es cape se compararon, en | as diferentes
condiciones experimentales, mediante pruebas estadisticas no paramétricas. Las
comparaciones intra-grupales de la mediana de las latencias promedio por dia se
realizaron con el analisis de varianza de Friedman y la prueba de rangos
sefalados y pares igualados de Wilcoxon. Por su parte el analisis inter-grupal se
realizé con la prueba Kruskal-Wallis y por la “U” de Mann-Withney.

Para el analisis de la distancia recorrida y la latencia de escape se utilizd
ANOVA para medidas repetidas (Tabla 1).

8.7.2. Variables electrofisiolégicas.
Para el analisis de la potencia relativa se utilizé6 un analisis de varianza de

medidas repetidas y parcelas divididas de tres factores (grupo, dia y etapa) para

cada sub-banda de la actividad theta. Como prueba post-hoc se aplicé la prueba
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Tukey. Las comparaciones fueron entre las diferentes etapas por dia, y entre los

diferentes dias de una misma etapa (Tabla 1). Para todas las comparaciones se

considerd una p<0.05.

Tabla 1. Analisis estadisticos utilizados.

Variables conductuales Variable electrofisioldgica
Latencia | Estadistica Analisis intra-grupal | Potenci | ANOVA medidas
de no de varianza de|a repetidas
escape | paramétrica: | Friedman y la | relativa | parcelas divididas de
Comparacion | prueba de rangos tres factores (grupo,
la mediana sefialados y pares dia y etapa) para
de las igualados de cada sub-banda de la
latencias Wilcoxon. actividad theta
promedio por | Analisis inter-grupal
dia, se se realiz6 con la
aplico: prueba Kruskal- Prueba post-hoc I
Wallis y por la “U” prueba Tukey
de Mann-Withney
Distancia ANOVA medidas | Las comparaciones fueron entre
recorrida repetidas las diferentes etapas por dia, y
entre los diferentes dias de una
misma etapa.
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9. RESULTADOS.

9.1.Localizacion de la posicion de los electrodos de registro.

La posicion de los electrodos utilizados para el registro de la actividad
eléctrica en la corteza PL y en la ABL fue verificada en ambos grupos de prueba
(Figura 11).

Electrodo de registro ) _ . Electrodo de registro
— U ~ | ABL

Bregma 3.1 mm anterior, 0.8 mm lateral y 3.1 dorsoventral Bregma 3.1 mm posterior, 5.0 mm lateral y 8.5 mm dorsoventral

Figura 11. Ubicacion de los sitios en los que se localizo el electrodo de
registro en la corteza PL y en la ABL.

9.2.Determinacion de Serotonina (5-HT) en CPFm.

Los resultados de la administracion intracerebral de 5,7-Dihidroxitriptamina
en la corteza prefrontal pre-limbica se ilustran en la figura 12. En estas
condiciones, la concentracion de 5-HT en la CPFm del grupo experimental se
redujo en 90 por ciento con respecto a la concentracion de SHT en los animales
del grupo control (t=8.816, df=8.16, p<0.001). Ademas, se observé una
disminucién del 70 p or ciento en la concentracion de 5H IIA en el grupo
experimental con respecto al grupo control (t=3.003, df=7.68, p=0.018).
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Figura 12. Comparacion del contenido de serotonina (5-HT) y de acido
5-hidroxi-indol ascético (5HIIA) entre los grupos control y experimental
(5,7-DHT). Media + EE, % Grupo control vs grupo experimental SHIIA
(p<0.05) y 5-HT (p<0.001).

9.3.Analisis del aprendizaje espacial y el aprendizaje de inversion.

9.3.1. Adquisicion del aprendizaje espacial.

Los resultados de | as comparaciones intra-grupales mostraron que los
valores de latencia de escape se redujeron significativamente en el grupo control a
partir del tercer dia de entrenamiento, con respecto al primer dia [Control: dia1 vs
dia 2 p=0.886, dia1 vs dia 3 p=0.001, dia1 vs dia 4 p<0.001]; mientras que en el
grupo experimental los valores del a latencia de es cape se redujeron
significativamente desde el segundo dia de prueba con respecto al primero [dia1
vs dia 2 p=0.04, dia1 vs dia 3 p=0.001, dia1 vs dia 4 p<0.001]. Asi mismo, la
magnitud de la distancia de la ruta de nado se redujo significativamente en el
grupo control, a partir del segundo dia con respecto al primer dia de prueba [F
(3,27)= 22.684, p<0.001: dia1 vs dia 2 p=0.04, dia1 vs dia 3 p=0.001, dia1 vs dia
4 p<0.001]; en tanto que en el grupo experimental la distancia de la ruta de nado

disminuy® significativamente a partir del segundo dia con respecto al primer dia de
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prueba [F(3,33)=26.86, p<0.001: dia1 vs dia 2 p=0.013, dia1 vs dia 3 p<0.001,
dialvs dia 4 p< 0.001)]. Las curvas de aprendizaje para ambos grupos se

muestran en la figura 13.
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Figura 13. Desempefio de |l os grupos de estudio en la tarea de aprendizaje
espacial. Distancia de nado: a) grupo control y b) grupo experimental. Latencia de
escape: c) grupo control y d) grupo experimental. Distancia de nado, Media + E.E.
Latencia de escape, Mediana + IC95%. % Dia 1 vs dia 2, 3 y 4, respectivamente
p<0.05.

En las comparaciones inter-grupales realizadas, nos e observaron
diferencias significativas en los valores progresivamente decrecientes de la
latencia de escape, [dia1 test K-W=1.939 (X?=1.939, p=0.164); dia 2test K-
W=3.197 (X?=3.179, p=0.921); dia 3 test K-W=0.010 (X?=0.01, p=0.921); dia 4 test
K-W=0.281 (X?=0.281,p=0.596)]; ni en las distancias de las rutas de nado
recorridas, [F(1,20)=2.118, p=0.161]. El grupo control y experimental aprendieron

a localizar de manera similar la plataforma a lo largo de la prueba (Figura 14).
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Figura 14. a) Comparacion inter-grupal de la distancia de nado.
Media + EE; b) Comparacion inter-grupal de la latencia de escape

en la prueba de aprendizaje espacial. Mediana + 1C95%.

De acuerdo con estos resultados los dos grupos en estudio tuvieron un

aprendizaje semejante de la tarea espacial.

9.3.2. Aprendizaje de inversion.

Las comparaciones intra-grupales de la latencia de escape mostraron que,
en el grupo control, este parametro s e redujo significativamente a pa rtir del
segundo dia de prueba con respecto al primer dia (dia1 vs dia 2 p=0.027, dia1 vs
dia 3 p=0.051, dia1 vs dia 4 p=0.006); en el grupo experimental la latencia de
escape se redujo significativamente a partir del segundo dia con respecto al primer
dia (dia1 vs dia 2 p=0.012, dia1 vs dia 3 p=0.001, dia1 vs dia 4 p<0.001). Las
comparaciones intra-grupales de la distancia de las rutas de nado mostraron que,
en el grupo control, los valores de este parametro disminuyeron significativamente
a partir del segundo dia con respecto al primer dia de prueba (dia1 vs dia 2
p=0.005, dia1 vs dia 3 p<0.001 y dia1 vs dia 4 p=0.001); por otra parte, en el
grupo experimental la distancia de nado d isminuyo significativamente a partir del
segundo dia con respecto al primer dia de prueba (dia1 vs dia 2 p<0.001, dia1 vs
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dia 3 p< 0.001, dia1 vs dia4 p=0.001). La figura 15 muestra las curvas de

aprendizaje para ambos grupos.
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Figura 15. Desempefio de los grupos en estudio en la tarea de aprendizaje
de inversion: a) Distancia de nado y c) Latencia de escape del grupo control;
b) Distancia de nado y d) Latencia de escape del grupo experimental.
Distancia de nado Media + E.E. Latencia de escape Median + 1C95%. *
Diferencia estadisticamente significativa con respecto al primer dia dela

prueba conductual, p<0.05.

Las comparaciones inter-grupales no mostraron diferencias significativas en
la latencia de escape [dia de prueba 1 test K-W=0.630 (X?=0.63, p=0.427); dia de
prueba 2 test K-W=1.934 (X?>=1.934, p=0.164); dia de prueba 3 test K-W=1.518
(X?=1.518, p=0.218); dia de prueba 4 test K-W=0.159 (X?=0.159, p=0.69)]; ni en la
distancia de nado [F(1,20)=0.366, p=0.552] (Figura 16).

Los animales del grupo control y del grupo experimental mostraron un
comportamiento flexible durante la ejecucion de la inversion del aprendizaje, que

les permitio resolver exitosamente la prueba.
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Figura 16. a) Comparacion inter-grupal de la distancia de nado en la
prueba de aprendizaje de inversion. Media + EE; b) Comparacién inter-
grupal de la latencia de escape en la prueba de a prendizaje de

inversion. Mediana + 1C95%.

El primer dia de la tarea de aprendizaje de inversion, durante los seis
ensayos efectuados, se conto el numero de cruces que realizaron los animales de
los grupos en estudio sobre el sitio donde se encontraba la plataforma
previamente. En el grupo control la comparacion intra-grupal mostré diferencia
significativa entre el numero de cruces realizados en los ensayos del dia de
inversion 1 [F(5,45=18.353) p<0.001], con una disminucidn significativa a partir del
segundo ensayo con respecto al primero [(E1-E2 p<0.005); (E1-E3 p<0.001); (E1-
E4 p<0.001); (E1-ES p<0.001) y (E1-E6 p<0.001)]. Por su parte, el grupo
experimental también mostré una d iferencia significativa intra-grupal de dicho
numero de cruces [F(5,55=16.692)p<0.001], el cual disminuy¢ significativamente a
partir del segundo ensayo con respecto al primero [(E1-E2 p<0.001); (E1-E3
p<0.001); (E1-E4 p=0.001); (E1-E5 p<0.001) y (E1-E6 p<0.001)]. Los resultados
del analisis estadistico inter-grupal no muestran diferencias significativas en el
numero de cruces [F(1,20=2.232, p=0.151] (Figura 17).

Al dia 1 del aprendizaje de inversion se realizé el conteo del numero de
cruces sobre la plataforma en la posicion previamente aprendida durante los seis
ensayos que comprenden cada dia de prueba. En el grupo control la comparacion

intra-grupal demostro diferencia significativa entre los cruces realizados en los

YOANA ESTRADA REYES 54



EFECTO DE LA DISMINUCION DE SEROTONINA PREFRONTAL, SOBRE LA ACTIVIDAD ELECTRICA DEL CIRCUITO

PRELIMBICO-AMIGDALA, EXPRESADA DURANTE LA INVERSION DEL APRENDIZAJE ESPACIAL, EN RATAS 72017

ensayos del dia dei nversion 1[ F(5,45=18.353) p<0.001], se observa una
disminucién significativa a partir del segundo ensayo con respecto al primero [(E1-
E2 p<0.005); (E1-E3 p<0.001); (E1-E4 p<0.001); (E1-E5 p<0.001) y (E1-E6
p<0.001)]. Por su parte el grupo experimental también mostré una diferencia
significativa intra-grupal del numero de c ruces [F(5,55=16.692)p<0.001]. El
numero de cruces en este grupo disminuyé a partir del segundo ensayo con
respecto al primero [(E1-E2 p<0.001); (E1-E3 p<0.001); (E1-E4 p=0.001); (E1-E5
p<0.001) y (E1-E6 p<0.001)].

De la comparacion inter-grupal, los resultados estadisticos no m uestran
diferencias significativas en relacion al numero de cruces [F(1,20=2.232, p=0.151]
(Figura 17). Los animales de ambos grupos de estudio abandonan rapidamente la
busqueda de la plataforma en | a posicidn previa (aprendizaje espacial) a la

inversion.
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Figura 17. Numero de cruces en el dia de inversion 1 sobre la posicion
previa de la plataforma. Comparaciones intra-grupales: a) Grupo control, b)
grupo experimental. ¢) Comparacion inter-grupal. Media + EE, *diferencia

significativa del ensayo 1 vs. ensayo 2 al 6, respectivamente, p<0.005.
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9.4. Analisis de la actividad eléctrica.

9.4.1. Potencia relativa de la actividad Theta enl| a Corteza
Prelimbica (PL).

9.4.1.1. Aprendizaje espacial.

La potencia relativa de la actividad Theta en la PL y en la ABL, registrada
durante el aprendizaje espacial y el aprendizaje de inversién en ambos grupos de
estudio se analizé dividiendo la actividad Theta en las sub-bandas de B aja
frecuencia (4-6.5 Hz), Alta frecuencia (6.5-9.5 Hz) y Maxima frecuencia (9.5-12
Hz). El registro de la actividad theta se obtuvo de las siguientes condiciones
conductuales: durante el estado basal (atento-quieto en caja de mantenimiento) y
durante la busqueda de la plataforma de escape.

El anadlisis intra-grupal de cada una de las sub-bandas durante el estado
basal en el grupo control mostrd, que los valores de potencia relativa en la sub-
banda baja no d ifirieron significativamente alo largo de los dias de prueba
[F(3,27)=0673, p=0.576]; en la sub-banda alta los valores fluctuaron a lo largo de
la prueba sin que s e observara una d iferencia significativa entre los dias de
prueba [F(3,27)=2.56, p=0.076]; en la sub-banda maxima los valores de potencia
relativa tampoco presentaron diferencia significativa [F(3,27)=2.037, p=0.132]
(Figura 18) entre los dias de prueba.
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Figura 18. Comparacion intra-grupal de la potencia relativa en las sub-bandas de
Theta en la PL, durante la condicidén basal de la prueba de aprendizaje espacial
en el grupo control: a) sub-banda baja (4-6.5 Hz), b) sub-banda alta (6.5-9.5 Hz)
y ¢) sub-banda maxima (9.5-12 Hz). Media + EE.

De acuerdo con estos resultados la actividad basal en el grupo control
permanecio sin cambios durante el aprendizaje espacial.

En el grupo experimental las comparaciones intra-grupales de la potencia
relativa correspondiente a la condicion basal, realizadas para cada sub-banda
mostraron que, en la sub-banda baja los valores de potencia fluctuaron a lo largo
de la prueba sin presentar diferencia significativa [F(3,30)=1.127, p=0.354];
mientras que en la sub-banda alta los valores de pot encia disminuyen
significativamente durante la prueba [F(3,30)=4.398, p=0.011]. Asi, la potencia
relativa correspondiente a los dias 3y 4 de prueba fue menor con respecto a la
potencia del dia 1 [(dia1 vs dia 3 p=0.039) (dia1 vs dia 4 p=0.012)]. Para la sub-
banda maxima, la potencia relativa disminuy6é de manera significativa a lo largo de
la prueba [F(3,30)=4.519, p=0.01], con valores significativamente menores a partir
del segundo dia de prueba en comparacion con la potencia del primer dia de
prueba [(dia1 vs dia 2 p=0.019); (dia1 vs dia 2 p=0.003) y; (dia1 vs dia 4
p=0.003)]. De acuerdo con estos resultados, la actividad de la corteza PL
correspondiente a la condicion basal presentd mayor potencia relativa en las altas

frecuencias, antes de que el grupo experimental iniciara el aprendizaje de la tarea;
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sin embargo, después de iniciado el entrenamiento la potencia relativa basal

disminuyo y se mantuvo estable a lo largo de entrenamiento (Figura 19).
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Figura 19. Comparacion intra-grupal de la potencia relativa en las sub-bandas de
Theta en la corteza PL, durante la condicion basal de la prueba de aprendizaje
espacial, en el grupo experimental: a) sub-banda baja (4-6.5 Hz), b) sub-banda
alta (6.5-9.5 Hz) y c) sub-banda maxima (9.5-12 Hz). Media + EE. % Dia 1 de
prueba vs. Dia 2, 3 y 4, respectivamente (p<0.05).

La comparacién inter-grupal de la potencia relativa del estado basal dio
como resultado un ef ecto de grupo en la prueba de ap rendizaje espacial,
correspondiente a cada sub-banda (Figura 20); asi, en la sub-banda baja y alta no
se encontraron diferencias significativas (baja p=0.711; alta p=0.154); en tanto
que enl a sub-banda maxima los valores de pot encia relativa en e | grupo
experimental fueron significativamente mayores a los del grupo control (p=0.009).

En las comparaciones inter-grupales realizadas de manera individual por
sub-banda para cada dia de prueba, en la sub-banda baja no s e observaron
diferencias significativas en la comparacion de la interaccion dia de prueba*grupo
[F(3,57)=0.734, p=0.536], en la sub-banda alta, se encontré diferencia significativa
en la interaccion dia de prueba*grupo [F(3,57)=5.191, p=0.003] y el analisis post
hoc reveld que en el primer dia de prueba el grupo experimental presentd una
mayor potencia relativa en comparacioén con el grupo control (p<0.05). En los dias
restantes de la prueba la potencia relativa basal no mostré diferencias entre los

grupos. Con respecto a la Sub-banda Maxima, se observo diferencia significativa
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en la interaccion dia de prueba*grupo [F(3,57=6.22) p=0.001]. En este caso,
grupo experimental presentd una mayor potencia relativa en el primer dia de

prueba (p=0.001) en comparacion con la del grupo control (Fig. 21).
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Figura 20. Comparacion inter-grupal de la potencia relativa de las sub-
bandas de Theta para la condiciéon basal en la PL, correspondiente al
aprendizaje espacial. Media + EE.%Diferencia significativa grupo control vs
grupo experimental (p<0.05).
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Figura 21. Comparacion inter-grupal de la potencia relativa para la condicion
basal en la PL, correspondiente al aprendizaje espacial: a) Sub-banda Baja,
b) Sub-banda Alta y c) Sub-banda Maxima. Media + EE.%Diferencia
significativa grupo control vs. Experimental (p<0.05).
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Con respecto a la actividad cortical registrada durante la busqueda de la
plataforma de escape, en el analisis intra-grupal del grupo control para cada sub-
banda por dia de prueba se observdé que los valores de potencia fluctuaron
durante la prueba en la sub-banda baja sin presentar diferencia significativa
[F(3,27)=2.407, p=0.089]; en la sub-banda alta los valores de potencia fluctuaron
sin cambio significativo a lo largo de la prueba [F(3,27)=1.475, p=0.244]; en la
sub-banda maxima los valores de potencia se mantuvieron constantes durante
toda la prueba [F(3,27)=0.153, p=0.927] (Figura 22).
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Figura 22. Comparacion de la potencia relativa en las sub-bandas de Theta
correspondiente a la condicién de busqueda de la plataforma por parte del

grupo control en la PL: a) sub-banda baja, b) sub-banda alta y c) sub-banda
maxima. Media + EE.

Por otra parte, en el grupo experimental los resultados de la comparacion
intra-grupal para cada sub-banda entre los dias de prueba mostraron lo siguiente:
en la sub-banda debaj a los valores de potencia relativa disminuyeron
progresivamente sin diferencias significativas [F(3,30)=0.896, p=0.455]; en la sub-
banda alta los valores de potencia relativa se incrementaron en el trascurso de la
prueba, sin diferencias significativas [F(3,30)=0.443, p=0.724] y en la sub-banda
maxima los valores de potencia relativa se mantuvieron contantes a través de la
prueba [F(3,30)=0.183, p=0.907)] (Figura 23).
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Figura 23. Comparacion de la potencia relativa en las sub-bandas de Theta
correspondiente a la condicion de busqueda para el grupo experimental en la

PL: a) sub-banda baja, b) sub-banda alta y c) sub-banda maxima. Media +
EE.

La comparacion inter-grupal de la potencia relativa correspondiente a cada
sub-banda, durante el estado de busqueda de la prueba de aprendizaje espacial,
mostro un efecto de grupo: en la sub-banda baja los valores de potencia del grupo
experimental fueron significativamente menores con respecto a los del grupo
control (p=0.007); por otro lado, con respecto a las sub-bandas alta y maxima los
valores de potencia en el grupo experimental fueron significativamente mayores a
los del grupo control (alta p<0.001; maxima p=0.006) (Figura 24).

Por otro lado, con respecto a las comparaciones realizadas de manera
individual por sub-banda para cada dia de prueba (Figura 25), se observo lo
siguiente: en la sub-banda baja la comparacion de la amplitud de la potencia entre
el grupo control y el experimental no resultd estadisticamente significativa
[F(3,57)=1.251, p=0.3]. Para la sub-banda alta, la comparacién por grupo mostro
una diferencia estadisticamente significativa [F(1,19)=8.225, p=0.01],
especificamente en el primer dia (p<0.05) y el tercer dia (p<0.005) de la prueba,
donde el grupo experimental presentd mayor potencia en esta sub-banda. En la
sub-banda maxima los resultados estadisticos nom ostraron diferencia
significativa en la comparacién por grupo [F(3,60=0.147) p=0.931].
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De acuerdo con estos resultados, el grupo experimental presenté mayor
potencia relativa que el grupo control durante la busqueda de la plataforma en las
altas frecuencias; sin embargo, la diferencia enla potencia relativa entre los
grupos desaparecié al incrementarse la actividad en el grupo control durante el
proceso de aprendizaje.
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Figura 24. Comparacion inter-grupal de la potencia relativa de las sub-
bandas de Theta durante la busqueda de la plataforma en la PL,
correspondiente al aprendizaje espacial. Media + EE.%* Diferencia

significativa grupo control vs. grupo experimental (p<0.05).
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Figura 25. Comparacion inter-grupal de la potencia relativa generada en la
PL, durante la busqueda de la plataforma de es cape en el aprendizaje
espacial: a) Sub-banda Baja, b) Sub-banda Alta y c) Sub-banda Maxima.
Media + EE, % grupo control vs grupo experimental (p<0.05).
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9.4.1.2. Aprendizaje espacial de inversion.

Con respecto al actividad Theta generada en la PL durante el estado basal
correspondiente a la tarea de aprendizaje de inversion en el grupo control, en el
analisis de cada una de las sub-bandas se observo que, los valores de potencia
relativa fluctuaron através del os dias de prueba, sin presentar diferencia
significativa en ninguna de las sub-bandas [(baja F(3,24)=0.734, p=0.542); (alta
F(3,24)=0.149, p=0.929); (maxima F(3,24)=0.243, p=0.866)] (Figura 26).
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Figura 26. Grupo control. Comparacion intra-grupal de la potencia relativa en
las sub-bandas de Theta en la PL, durante la condicion basal del aprendizaje

de inversién: a) sub-banda baja, b) sub-banda alta y c) sub-banda maxima.
Media + EE.

Por otra parte, en las comparaciones intra-grupales del grupo experimental
en la sub-banda baja se observé una tendencia al incremento progresivo de los
valores de potencia durante los dias de prueba, sin embargo los resultados
estadisticos no dem ostraron diferencias significativas [F(3,27)=2.234, p=0.107];
en la sub-banda alta los valores de potencia fluctuaron a lo largo de la prueba sin
presentar diferencias significativas [F(3,27)=2.309, p=0.099] y; en la sub-banda
maxima los valores de potencia se mantuvieron estables sin presentar diferencias
significativas entre los dias de prueba [F(3,27)=0.26, p=0.853] (Figura 27).
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Figura 27. Grupo experimental. Comparacion intra-grupal de |l a potencia
relativa en las sub-bandas de Theta en la PL, durante la condicion basal del
aprendizaje de inversion: a) sub-banda baja, b) sub-banda alta y c¢) sub-
banda maxima. Media + EE.

La comparacion inter-grupal de la potencia relativa correspondiente a cada
sub-banda, durante el estado basal de la prueba de aprendizaje de inversion para
el factor grupo, no presento diferencias significativas (baja p=0.357; alta p=0.352;
maxima p=0.98) (Figura 28). Por otro lado, con respecto a las comparaciones
realizadas de manera individual por sub-banda para cada dia de prueba no se
observaron diferencias significativas [(baja F(3,51)=1.672, p=0.185); (alta
F(3,51)=1.916, p=0.139); (maxima F(3,51)=0.169, p=0.917) (Figura 29).

Los resultados indican que las fluctuaciones en la actividad eléctrica del
grupo control y el experimental, a lo largo de la tarea, no presentaron
discrepancias significativas.

YOANA ESTRADA REYES 64



EFECTO DE LA DISMINUCION DE SEROTONINA PREFRONTAL, SOBRE LA ACTIVIDAD ELECTRICA DEL CIRCUITO

PRELIMBICO-AMIGDALA, EXPRESADA DURANTE LA INVERSION DEL APRENDIZAJE ESPACIAL, EN RATAS r-20n7
~ ° £ ! [ ] CONTROL
=z
d_l_ Hl EXPERIMENTAL
E
=
o 5 =
24
©
S
5 31 3
°
a
-4 T T T
BAJA ALTA MAXIMA

Figura 28. Comparacion inter-grupal de la potencia relativa de las sub-
bandas de T heta para la condicion basal en la PL, correspondiente al
aprendizaje de inversion. Media + EE.
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Figura 29. Comparacion inter-grupal de la potencia relativa en el estado
basal en la PL, correspondiente al aprendizaje de inversion: a) Sub-banda
Baja, b) Sub-banda Alta y c¢) Sub-banda Maxima. Media + EE.

Durante la busqueda de la plataforma de es cape para la tarea de
aprendizaje de inversion en el grupo control, las comparaciones intra-grupales
permiten apreciar (Figura 30) que los valores de la potencias relativas por sub-
banda fluctuaron durante la ejecucién de la tarea y de acuerdo con los resultados
estadisticos no s e encontraron diferencias significativas [(sub-banda de baja
F(3,24)=1.779, p=0.178); (sub-banda alta F(3,24)=1.198, p=0.332; (sub-banda
maxima F(3,24)=1.27, p=0.307)].
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Figura 30. Comparacion intra-grupal de la potencia relativa en las sub-
bandas de Theta correspondiente a la condicion de busqueda en el grupo

control en la PL: a) sub-banda baja, b) sub-banda alta y c) sub-banda
maxima. Media +EE.

Por su parte, en el grupo experimental las comparaciones intra-grupales de
cada una de las sub-bandas durante los dias de prueba se observé lo siguiente:
en la sub-banda de baja los valores de potencia disminuyeron durante los dias 3 y
4 de la prueba, sin diferencias significativas [F(3,30)=1.401, p=0.262]. En la sub-
banda alta los valores se incrementaron de manera significativa a partir del tercer
dia de prueba [F(3,30)=3.842, p=0.019]. La potencia relativa del os dias de
prueba tres y cuatro fueron mayores con respecto al primer dia [(dia1 vs dia 3,
p=0.034); (dia1 vs dia 4, p=0.035)]. Con respecto a la sub-banda maxima, los
valores de potencia fluctuaron a lo largo de los dias de la prueba, sin diferencias
significativas [F(3,30)=2.086, p=0.123] (Figura 31).
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Figura 31. Comparacion intra-grupal de la potencia relativa en las sub-
bandas de Theta correspondiente a la condicion de busqueda en el grupo
experimental en la PL: a) sub-banda baja, b) sub-banda alta y c) sub-banda
maxima. Media + EE.%Diferencia significativa, dia1 vs dia 3 y dia1 vs dia4
(p<0.05).

La comparacion inter-grupal de la potencia relativa expresada durante el
estado de busqueda de la prueba de aprendizaje de inversion, correspondiente a
cada sub-banda no mostré un efecto de grupo (Figura 32). Para la potencia de
baja se obtuvo una p=0.151; en la sub-banda alta una p=0.136; y para la sub-
banda maxima una p=0.282.

En las comparaciones inter-grupales realizadas de manera individual por
sub-banda para cada dia de prueba correspondiente a la tarea de inversién no se
observaron diferencias significativas entre los grupos [(baja F(3,54=0.48)
p=0.698); (alta F(3,54)=0.347, p=0.327); (maxima F(3,54)=1.757, p=0.166] (Figura
33).
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Figura 32. Comparacion inter-grupal de la potencia relativa de las sub-
bandas de T heta durante la busqueda de la plataforma enl a PL,

correspondiente al aprendizaje de inversion. Media + EE.
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Figura 33. Comparacion inter-grupal de la potencia relativa en la PL,
correspondiente la busqueda de la plataforma en el aprendizaje de inversion:

a) Sub-banda Baja, b) Sub-banda Alta y c) Sub-banda Maxima. Media + EE.

9.4.2. Potencia relativa de la actividad theta en la Amigdala Basolateral (ABL).

9.4.2.1. Aprendizaje espacial.

Con respecto a la actividad en las sub-bandas (Baja, Alta y Maxima) en las
que se dividid Theta, registrada observada en la ABL durante la ejecucion de las
pruebas conductuales de aprendizaje espacial y de inversién, durante el estado

basal de la tarea de ap rendizaje espacial, enl a figura 34 se muestran los
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resultados del as comparaciones intra-grupales del a potencia relativa
correspondientes al grupo control. En la sub-banda Baja (4-6.5 Hz) los valores de
potencia oscilaron al o largo de la prueba y los resultados estadisticos no
demostraron diferencias significativas entre los dias de prueba [F(3,24)=1.281,
p=0.303]; en la sub-banda alta los valores de potencia no mostraron diferencias
significativas entre los dias de prueba [F(3,24)=1.016, p=0.403]; en la sub-banda
maxima los valores oscilaron sin presentar diferencias significativas entre los dias
de prueba [F(3,24)=0.385, p=0.765].
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Figura 34. Comparacion intra-grupal de la potencia relativa en las sub-
bandas de Theta en la ABL correspondiente al grupo control, durante la
condicion basal de la prueba de aprendizaje espacial: a) sub-banda baja (4-
6.5 Hz), b) sub-banda alta (6.5-9.5 Hz) y c¢) sub-banda maxima (9.5-12 Hz).
Media + EE.

En el grupo experimental, las comparaciones intra-grupales del estado
basal correspondiente a la tarea de aprendizaje espacial mostraron que en la sub-
banda baja los valores de potencia fluctuaron durante los dias de prueba sin
presentar diferencias significativas [F(3,33)=1.659, p=0.195]; en la sub-banda alta
los valores de potencia disminuyeron progresivamente los dias de entrenamiento
[F(3,33)=3.91, p=0.017]. Los valores de potencia del primer dia fueron mayores
comparados con los del segundo (p=0.044) y del cuarto dia de prueba (p=0.012).
En la sub-banda maxima los valores de potencia disminuyeron de manera

significativa durante los dias de prueba [F(3,33)=5.741, p=0.003]: especificamente
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los valores de pot encia correspondientes al segundo y cuarto dia de prueba
fueron significativamente menores alos valores del primer dia [(dia1 vs dia2,
p=0.021) y (dia1 vs dia4, p=0.011)] (Figura 35). Estos resultados muestran que la
potencia relativa inicialmente alta en el grupo experimental, disminuye

significativamente conforme avanza el entrenamiento.
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Figura 35. Grupo experimental. Comparacion intra-grupal de | a potencia
relativa en las sub-bandas de Theta en la ABL, durante la condicion basal de
la prueba de aprendizaje espacial: a) sub-banda baja (4-6.5 Hz), b) sub-
banda alta (6.5-9.5 Hz) y c) sub-banda maxima (9.5-12 Hz). Media + EE. %
Diferencia significativa del dia de prueba 1 vs. dia 2 y dia 3 (p<0.05).

La comparacion inter-grupal de la potencia relativa expresada durante el
estado basal de la prueba de aprendizaje espacial, correspondiente a cada sub-
banda mostr6 efecto de g rupo (Figura 36). A este respecto, los valores de
potencia en la sub-banda baja no presentaron diferencias significativas entre los
grupos (p=0.932); en la sub-banda alta los valores de potencia del grupo
experimental fueron significativamente mayores con respecto al os del grupo
control (p=0.021). Por su parte, en la sub-banda maxima los valores de potencia
en el grupo experimental no presentaron diferencias significativas con respecto al
grupo control (p=0.448). De acuerdo con estos resultados, la actividad basal en la
ABL del grupo experimental fue mayor en la banda de alta frecuencia a lo largo
de la tarea.
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Figura 36. Comparacion inter-grupal de la potencia relativa de las sub-
bandas de Theta para la condicién basal en la ABL, correspondiente al
aprendizaje espacial. Media + EE.% Diferencia significativa grupo control vs.
grupo experimental (p<0.05).

De las comparaciones inter-grupales realizadas por sub-banda para cada
dia de prueba no se observaron diferencias estadisticamente significativas [(baja
F(3,57)=0.325, p=0.807); (alta F(3,57=1.065) p=0.371) p=0.088); (maxima
F(3,57)=1.918, p = 0.137)] (Figura 37).
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Fig. 37. Comparacion inter-grupal de la potencia relativa en la ABL durante el
estado basal de la prueba de aprendizaje espacial: a) Sub-banda Baja, b) sub-
banda Alta y c) sub-banda Maxima. Media + EE.

En la figura 38 se muestran las comparaciones intra-grupales en la fase de

busqueda correspondientes al grupo control. En estas condiciones nos e
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observaron diferencias significativas en las sub-bandas de baja frecuencia
[F(3,27)=0.669, p=0.578], alta frecuencia [F(3,27)=2.015, p=0.136], y frecuencia
maxima [F(3,27)=0.199, p=0.896].
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Figura 38. Busqueda de la plataforma de es cape durante el aprendizaje
espacial por parte del grupo control. Comparacion intra-grupal de la potencia
relativa en las sub-bandas de Theta en la ABL: a) sub-banda baja, b) sub-
banda alta y c) sub-banda maxima. Media + EE.

Por su parte, en el grupo experimental el analisis estadisticos intra-grupal
no mostré diferencias significativas en ninguna de las sub-bandas (baja,
[F(3,27)=0.669, p=0.578]; alta,[F(3,27)=2.015, p=0.136]; maxima, [F(3,27)=0.199,
p=0.896] (Figura 39).
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Fig. 39. Busqueda de la plataforma de escape durante el aprendizaje espacial
por parte del grupo experimental. Comparacion intra-grupal de la potencia

YOANA ESTRADA REYES 72



EFECTO DE LA DISMINUCION DE SEROTONINA PREFRONTAL, SOBRE LA ACTIVIDAD ELECTRICA DEL CIRCUITO 72017
PRELIMBICO-AMIGDALA, EXPRESADA DURANTE LA INVERSION DEL APRENDIZAJE ESPACIAL, EN RATAS

relativa en las sub-bandas de Theta en la ABL: a) sub-banda baja, b) sub-

banda alta y c) sub-banda maxima. Media + EE.

En la comparacion inter-grupal de la potencia relativa correspondiente a
cada sub-banda Theta durante el estado de bus queda de la prueba de
aprendizaje espacial, se observaron diferencias por el factor grupo (Figura 40). En
la sub-banda baja los valores de potencia del grupo experimental fueron menores
significativamente con respecto a los del grupo control (p=0.001); en la sub-banda
alta los valores de potencia en el grupo experimental fueron significativamente
mayores a los del grupo control (alta p<0.001); por su parte en la sub-banda
maxima los valores de potencia no presentaron diferencias significativas entre los

grupos control y experimental (p=0.062).
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Figura 40. Comparacion inter-grupal de la potencia relativa de las sub-
bandas de T heta durante la busqueda del a plataforma enl a ABL,
correspondiente al aprendizaje espacial. Media + EE.*Diferencia

significativa grupo control vs. grupo experimental (p<0.05).

Por otro lado, con respecto a las comparaciones realizadas de manera
individual por sub-banda para cada dia de prueba (Figura 41), se observo lo
siguiente: en la sub-banda baja las comparaciones estadisticas realizadas no
mostraron diferencias significativas [F(3,60)=0.326, p=0.0807]; en la Sub-banda
Alta, los resultados mostraron diferencias significativas entre los grupos durante la
prueba de aprendizaje espacial [F(1,20)=7.62, p=0.012]; el grupo experimental
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presentd mayor potencia relativa que el grupo control, en el primer dia dela
prueba (p<0.005). No se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos enl a Sub-banda Maxima, [F(3,60)=0.393, p=0.785]. Estos
resultados muestran que durante el periodo de aprendizaje la actividad de la ABL
del grupo experimental aumenta en la alta frecuencia en tanto que disminuye en

la baja frecuencia.
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Figura 41. Comparacion inter-grupal de la potencia relativa generada en la
ABL, durante la busqueda de la plataforma de es cape en el aprendizaje
espacial: a) Sub-banda Baja, b) Sub-banda Alta y c) Sub-banda Maxima.
Media + EE, %Diferencia significativa del grupo control vs. el grupo
experimental (p<0.05).

9.4.2.2. Aprendizaje de inversion.

Durante la adquisicion y establecimiento de la tarea de aprendizaje de
inversidn, en las comparaciones intra-grupales del grupo control se observo que
durante el estado basal, los valores de potencia relativa correspondientes ala
sub-banda baja fluctuaron durante los dias de prueba y el resultado estadisticos
indicé diferencias significativas [F(3,24)=8.089, p<0.001]; el segundo dia de
prueba los valores de la potencia disminuyeron con respecto al primer y cuarto dia
(dia1 vs dia2 p=0.002; dia2 vs dia4 p=0.021). Para la sub-banda Alta los valores
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de potencia fluctuaron, sin presentar diferencias significativas [F(3,24)=1.268,
p=0.308]. Adicionalmente, en |a sub-banda maxima los valores de potencia no
presentaron diferencias significativas al o largo de los dias de prueba
[F(3,24)=0.561, p=0.646] (Figura 42).
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Figura 42. Grupo control. Comparacién intra-grupal de la potencia relativa en
las sub-bandas de Theta en la ABL, durante la condicion basal del
aprendizaje de inversion: a) sub-banda baja, b) sub-banda alta y c¢) sub-
banda maxima. Media + EE.* Diferencia significativa del dia de prueba 1 vs.
dia 2, p<0.005. *%* Diferencia significativa del dia de prueba 2 vs. dia 4,
p<0.05.

Por su parte, las comparaciones intra-grupales realizadas en la ABL del
grupo experimental durante el estado basal mostraron que en la sub-banda baja
los valores de potencia se incrementaron progresivamente durante los dias de
prueba [F(3,30)=3.63, p=0.024], los resultados estadistico indicaron que la
potencia relativa del cuarto dia de prueba fue significativamente mayor que la
potencia del primer y del segundo dia de prueba (dia1 vs dia 4 p=0.006 y dia 2 vs
dia 4 p=0.007). En la sub-banda alta los valores de potencia fluctuaron durante los
dias de prueba sin presentar diferencias significativas [F(3,30)=2.37, p=0-09]. Asi
mismo, enl a sub-banda maxima los valores de potencia se mantuvieron
constantes y sin diferencias significativas durante los dias de pr ueba
[F(3,30)=0.294, p<0.829] (Figura 43).
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Figura 43. Grupo experimental. Comparacion intra-grupal de |l a potencia
relativa en las sub-bandas de Theta en la ABL, durante la condicidén basal
del aprendizaje de inversion: a) sub-banda baja, b) sub-banda alta y c) sub-
banda maxima. Media + EE.* Diferencia significativa del dia de prueba 1 vs.

dia 4 p<0.05. * % Diferencia significativa del dia de prueba 2 vs. 4 p<0.05.

La comparacion inter-grupal de la potencia relativa correspondiente a cada
sub-banda durante el estado de basal de la prueba de aprendizaje de inversion,
no mostré un efecto de grupo (Figura 44); en sub-banda baja p=0.349; en la sub-
banda alta p=0.491; en la sub-banda maxima p=0.654. En la figura 45 se aprecia
que la actividad Theta en la ABL de ambos grupos en estudio se mantuvo con
ligeras fluctuaciones, durante el establecimiento del aprendizaje de inversion, de
manera que el resultado de las comparaciones realizadas de manera individual
por sub-banda para cada dia de prueba no mostraron diferencias significativas
[(baja F(3,54)=2.185, p=0.1); (alta F(3,54)=1.968, p=0.13); (maxima
F(3,54)=0.593, p=0.623)].
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Figura 44. Comparacion inter-grupal de la potencia relativa de las sub-bandas de

Theta para la condicién basal en la ABL, correspondiente al aprendizaje de

inversion. Media + EE.
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Figura 45. Comparacién inter-grupal de la potencia relativa en la ABL
durante el estado basal correspondiente a la prueba de apr endizaje de
inversidon: a) Sub-banda Baja, b) sub-banda Alta y c) sub-banda Maxima.
Media + EE.

Durante la busqueda de la plataforma de escape en la tarea de aprendizaje

de inversién, las comparaciones intra-grupales en el grupo control mostraron que

los valores de potencia fluctuaron durante los dias de prueba en cada una de las

sub-bandas y de acuerdo con el resultado estadistico no se observaron
diferencias significativas [(baja F(3,24)=2.757, p=0.064); (alta F(3,24)=0.461,
p=0.712); (maxima F(3,24)=1.428, p=0.259)] (Figura 46).
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Figura 46. Comparacion intra-grupal de la potencia relativa en las sub-
bandas de Theta en la ABL del grupo control correspondiente a la condicion
de busqueda durante el aprendizaje espacial: a) sub-banda baja, b) sub-
banda alta y c) sub-banda maxima. Media + EE.

Por su parte, en el grupo experimental los resultados de las comparaciones
intra-grupales efectuados mostraron que los valores de potencia en la sub-banda
baja disminuyeron de m anera significativa durante los dias de pr ueba
[F(3,33)=3.184, p=0.037]. Especificamente, el tercer dia de prueba los valores de
potencia presentaron una disminucion significativa con respecto a las valores del
primer dia (p=0.026). Por su parte la sub-bandas de alta frecuencia
[F(3,33)=1.171, p=0.335], asi como la sub-banda de m axima frecuencia
[F(3,33)=0.621, p=0.606] no presentaron diferencias significativas a lo largo de los
dias de prueba (Figura 47).
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Figura 47. Busqueda de |l a plataforma de es cape durante el aprendizaje
espacial por parte del grupo experimental. Comparacion intra-grupal de la
potencia relativa en las sub-bandas de Theta en la ABL: a) sub-banda baja,
b) sub-banda alta y c) sub-banda maxima. Media + EE.% Diferencia
significativa dia de prueba 1 vs dia 3 (p<0.05).

La comparacion inter-grupal de la potencia relativa correspondiente a cada
sub-banda durante el estado de busqueda de la prueba de aprendizaje de
inversion, mostro un efecto de grupo (Figura 48). En la sub-banda baja los valores
de potencia no presentaron diferencias significativas entre los grupos (p=0.394);
en las sub-banda alta los valores de potencia en el grupo experimental fueron
significativamente mayores con respecto a los del grupo control (p=0.01); enla
sub-banda maxima los valores de po tencia no presentaron diferencias
significativas entre los grupos (p=0.13).

A diferencia de las comparaciones inter-grupales de la actividad de la
corteza PL la cual no presenté cambios durante la inversion del aprendizaje con
respecto a la condicion basal y de busqueda; la actividad de la ABL si presento
diferencias entre los grupos.
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Figura 48. Comparacion inter-grupal de la potencia relativa de las sub-
bandas de Theta durante la busqueda de la plataforma en la ABL,
correspondiente al aprendizaje de i nversion. Media + EE, % Diferencia

significativa del grupo control vs. el grupo experimental (p<0.05).

Por otra parte, las comparaciones inter-grupales realizadas de manera
individual por sub-banda para cada dia de prueba correspondiente a la tarea de
inversion no m ostraron diferencias significativas entre los grupos [(baja,
F(3,57)=0.029, p=0.993); (alta F(3,57)=0.118, p=0.949); (maxima F(3,57)=0.697,
p=0.558)] (Figura 49).
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Figura 49. Comparacion inter-grupal de la potencia relativa en la ABL
durante la busqueda de la plataforma en el aprendizaje de inversion: a)

Sub-banda Baja, b) sub-banda Alta y c) sub-banda Maxima. Media + EE.
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10. DISCUSION.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluaciéon de la tarea de
aprendizaje espacial, tanto los animales del grupo control como los del grupo
experimental realizaron la tarea exitosamente y de manera similar, por lo que la
lesion del as terminales serotoninérgicas prefrontales no dio lugar a
modificaciones en la adquisicion y el establecimiento del aprendizaje espacial a
pesar de que los animales experimentales tuvieron una disminucion mayor o igual
al 90% en la concentracion de serotonina prefrontal. Estos resultados concuerdan
con lo reportado en la literatura, donde se ha sehalado que los individuos con
disminucién de la serotonina prefrontal conservan la capacidad de aprender una
estrategia inicial para resolver contingencias en bas e a la discriminacion de
estimulos reforzados (Clarke et al., 2007; Cools et al., 2008; Roberts, 2011;
Stalnaker et al., 2007).

Con respecto a la tarea del aprendizaje de i nversion, los resultados
mostraron que los animales de ambos grupos de estudio ubicaron exitosamente la
nueva posicion de la plataforma, ya que abandonaron rapidamente la busqueda
de la plataforma en el cuadrante donde se localizé con anterioridad (aprendizaje
espacial) a la inversion. Lo anterior sugiere que los animales del grupo
experimental no exhibieron el comportamiento perseverante caracteristico de la
inflexibilidad conductual, ya que lograron resolver exitosamente la tarea. Por lo
tanto, la lesion de las terminales serotoninérgicas prefrontales no propicio
deficiencias en la capacidad de aprendizaje espacial y tampoco en la adquisiciéon
del aprendizaje deinversion en el laberinto acuatico de M orris; ademas, los
animales del grupo experimental tuvieron un desempefio similar al del grupo
control. Previamente nuestro grupo de investigacion (Estrada, 2011), reporté que
la lesién de nucleo del rafé dorsal (origen de las aferencias serotoninérgicas a la
corteza prefrontal) no impidio la adquisicion del aprendizaje de inversion de una
tarea de espacial en un laberinto en T acuatico.

La exposicion al laberinto acuatico, representa para los sujetos un estresor

que influye sobre el proceso de aprendizaje tanto durante la adquisicién de la
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tarea espacial en el laberinto de Morris, como durante la inversion del aprendizaje
de la misma. A este respecto, se ha sefalado que la CPFm, los nucleos del rafé
dorsal y la amigdala forman parte importante de un circuito que se encarga de
modular el impacto fisiolégico y conductual que t endria la exposicion de un
individuo a diferentes situaciones de estrés., por lo tanto, en el presente trabajo se
plante6 estudiar la participacion del sistema serotoninérgico prefrontal enl a
modulacién del circuito prefrontal-amigdala. De acuerdo con Amat et al. (2005), la
funcion activa de la CPFm es requerida para atenuar el incremento en la actividad
de las neuronas que sintetizan 5-HT en el rafé dorsal en respuesta a la exposicidon
de un organismo a un ev ento de estrés (Amat et al., 2006). En este sentido, la
inactivacién de la CPFm de manera previa a la exposicion a un estimulo estresor,
puede provocar el aumento en la actividad de las neuronas serotoninérgicas, con
la consecuente desensibilizacion de los receptores 5-HT1a y el déficit en el control
de patrones de comportamiento (miedo, ansiedad, desesperanza), en respuesta
al estrés (Amat et al., 2005, 2006; Rozeske et al., 2011).

Aparentemente, la lesidn del sistema serotoninérgico prefrontal implicaria la
desinhibicion del sustrato neural de la CPFm que a su vez alteraria la capacidad
para responder a estimulos estresores. No obstante, en el presente estudio el
estrés provocado por la inmersion de los animales al agua (aversivo para los
roedores por sus habitos terrestres) durante las pruebas de aprendizaje, no afectd
el aprendizaje de los animales del grupo experimental, ya que en estos no se
observaron diferencias en la curva de aprendizaje con respecto a los animales
control. Es posible que la disminucibn de la serotonina prefrontal, como
consecuencia de la lesion por el farmaco neurotoxico, pueda simular la
disminucién de la funcion serotoninérgica prefrontal inducida por el aumento en la
funcién prefrontal en respuesta al estrés (Amat et al., 2005). Sin embargo, la
disminucién de serotonina prefrontal posiblemente amplificaria el aumento de la
actividad cortical evocada por el estimulo estresor y dicha amplificacion se
proyectaria sobre estructuras efectoras a la corteza como la amigdala. Para
probar esta propuesta se analizo la actividad theta expresada por la CPFm y por

la amigdala registrada en nuestros grupos de es tudio durante el aprendizaje
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espacial. Con respecto al analisis de la actividad theta registrada en la corteza PL,
durante la ejecucion de la tarea de aprendizaje espacial, los resultados indicaron
que la actividad basal de los animales del grupo control permanece sin cambios a
lo largo del proceso de aprendizaje, para todo el rango de frecuencias Theta. Con
respecto al grupo experimental los resultados mostraron que durante el estado
basal, previo al inicio del aprendizaje de la tarea, los animales de dicho grupo
presentaron valores de potencia relativa mayores en |as altas frecuencias con
respecto al grupo control. Lo anterior sugiere que en el grupo experimental la
lesion del sistema serotoninérgico prefrontal provoca la desinhibicion de la
actividad cortical basal, pues se has ugerido que el principal efecto de la
serotonina es inhibir la actividad neuronal (Olvera-Cortés et al., 2013; Puig vy
Gener, 2015). Sin embargo, una vez iniciada la adquisicién de la tarea, la potencia
relativa basal del grupo experimental disminuyd y se mantuvo estable a lo largo
del entrenamiento. Lo anterior sugiere que una v ez iniciado el entrenamiento,
dicha disminucion en la actividad basal del grupo lesionado posiblemente es
consecuencia del reclutamiento de las estructuras prefrontales y su participacion
funcional en el aprendizaje, lo que reflejaria la organizacion de circuitos
neuronales locales que son regulados por la actividad del sistema GABAérgico
(Karunakaran et al., 2016); de esta manera la funcion cortical a pesar de la
disminucién de serotonina, estaria regulada al nivel de activacidon requerido para
el procesamiento local de informacion presentado por el grupo control.

Por su parte, la actividad basal de la ABL también fue mayor en el grupo
experimental en comparacion con el grupo control, con respecto a la sub-banda
theta de alta frecuencia. Este resultado puede sugerir que la amplificacién en la
actividad theta en el grupo experimental también aumenta la informacion eferente
cortical hacia estructuras como la amigdala.

Al analizar las sub-bandas de la actividad theta en la condicion de
busqueda de la plataforma durante el desempefio del a tarea espacial, la
activacion de la PL fue mayor en el grupo experimental. Esto podria sugerir que
durante la adquisicién dei nformacion relacionada con la ubicacion del a

plataforma un mayor numero de entradas sinapticas son activadas pero debido a
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la falta de inhibicion serotoninérgica, hay un aumento significativo en el numero de
sinapsis excitadoras con respecto al as sinapsis 5-HTérgicas inhibidoras
presentes en el grupo experimental. Sin embargo, la diferencia en la potencia
relativa entre los grupos desaparecié al incrementarse la actividad en el grupo
control durante el proceso de aprendizaje, lo cual sugiere la participacion de la
corteza PL durante el aprendizaje de |a tarea. Ademas, los resultados también
sugieren que la actividad Theta en el grupo experimental esta dentro del rango
que permite aprendizaje 6ptimo de la tarea espacial.

Con respecto a la actividad theta de la ABL correspondiente a la busqueda
de la plataforma, los resultados mostraron que durante el periodo de aprendizaje
la actividad del grupo experimental aumenta en la alta frecuencia en tanto que
disminuye en la baja frecuencia con respecto a la actividad theta de los animales
control. Estos cambios en |a potencia relativa de la actividad Theta de la ABL
posiblemente se deben a que la actividad exacerbada de la corteza PL de los
animales lesionados, amplifica el reclutamiento de ent radas sinapticas que
inicialmente oscilan a baja frecuencia e induce la oscilacion de la actividad hacia
las altas frecuencias, ya que se ha reportado que los procesos de aprendizaje
espacial se correlacionan con un aumento en la actividad theta de alta frecuencia
(Gutiérrez-Guzman et al., 2011; Lopez-Vazquez et al., 2014). Estos cambios se
manifiestan de manera gradual en el grupo control de manera que no se observan
diferencias significativas pero si la tendencia de una mayor presencia de actividad

theta de alta frecuencia durante con relacién al entrenamiento de la tarea.

En la tarea de aprendizaje de inversion, los resultados mostraron que la
activacion de corteza PL durante el estado basal tanto en el grupo control como
en el experimental se mantuvo sin cambios significativos a lo largo de toda esta
prueba. Este resultado sugiere que la actividad basal de la corteza PL es
modulada por el entrenamiento. La actividad basal de PL permanece sin cambios
a partir del segundo dia de entrenamiento, durante la adquisicion de la tarea, y
durante toda la inversion del aprendizaje. Por otro lado, la actividad basal en la

banda theta, registrada en la ABL de los animales experimentales se incrementa
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en la baja frecuencia a lo largo de la inversion del aprendizaje. Este aumento se
magnifica en el grupo experimental posiblemente por una entrada aferente
amplificada que alcanza la ABL procedente de la corteza prefrontal en respuesta
al cambio de posicion de la plataforma y del aumento consecuente del
componente emotivo que es to representa. Sin embargo, nos e observaron
diferencias entre los grupos, lo que sugiere, que a pesar de la disminucién de
serotonina PL la comunicacion entre ambas estructuras se mantiene dentro de
parametros normales de actividad theta, y que permite aprendizaje de inversion
en esta tarea.

Durante la ejecucion de la tarea de aprendizaje de inversion, cuando los
animales requirieron aprender la nueva ubicacion espacial de la plataforma, en
ambos grupos, los resultados mostraron que la activacion de la PL fluctué a lo
largo de la prueba sin que se observara una diferencia significativa, lo cual
sugiere que la carga mnémica del a corteza PL adquirida al inicio del
entrenamiento permanece constante. Aparentemente la disminucién de
serotonina prefrontal no repercute sobre la actividad prefrontal subyacente al
mantenimiento de informacion en la corteza PL durante la reubicacién espacial de
la plataforma en el aprendizaje de inversion. Por otra parte, a diferencia de los
resultados observados sobre la actividad de la corteza PL durante la inversién del
aprendizaje, la actividad de la ABL si presentd diferencias entre los grupos, en el
grupo experimental se observé mayor potencia relativa en las altas frecuencias de
Theta.

Durante el aprendizaje de inversion, la carga emotiva posiblemente se
incrementa provocando a su vez el aumento de informacion afrente a la ABL. De
esta manera, la ABL se activa en respuesta al mantenimiento de i nformacién
emocional, respecto al cambio de ubicacion de la meta (plataforma); por su parte
la funcidn de la corteza PL parece estar relacionada con el mantenimiento de la
informacion del reforzador que motiva la conducta de los animales y con la
discriminacion de los estimulos contextuales que pueden servir como sefal de
seguridad para recibir una recompensa o de mantenerse a salvo en un sitio del

espacio (Likhtik et al., 2014), en el presente estudio las sefales extra-laberinto
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permanecieron sin cambios y la presencia del reforzador también se mantuvo
constante, aun cuando cambia su localizacién espacial, por lo que la informacion
en torno a la existencia de una via escape del laberinto le brindaria a los animales
la seguridad de la preservacién de su integridad en un ambiente con el que se
han familiarizado, pero que por ser contrario a su naturaleza terrestre los motiva a
abandonarlo y a regresar al ambiente que reconocen como natural.

Para la tarea de aprendizaje de inversion en el laberinto de Morris, la PL y el
sistema serotoninérgico no mostraron ejercer una participacion preponderante,
por lo tanto es posible que ot ras regiones cerebrales y sistemas de
neurotransmision sean los responsables des ustentar la capacidad de
comportamiento flexible requerida por dicha tarea. De acuerdo con ello, se ha
reportado que la capacidad de ex presion de conductas complejas y flexibles
requiere de la participacion activa del sistema GABAérgico. Por ejemplo,
Bissonette et al. (2014) observaron que la disminucién poblacional de
interneuronas produjo un déficit en la adquisicion del aprendizaje de inversion,
caracterizado por unc omportamiento perseverativo que c oincidi6 con el
incremento dela tasas de disparo de las neuronas principales en la corteza
prefrontal. Por su parte Murray et al. (2015), reportaron que tanto la lesion de la
CPF como la inactivacion de las interneuronas de la corteza, provocé-el retraso
del establecimiento del aprendizaje dei nversion ene | laberinto de M orris.
Adicionalmente, se ha observado que el comportamiento flexible no solo depende
de la activa y correcta participacion de las interneuronas GABAérgicas en la
corteza prefrontal, sino quet ambién es sensible al as caracteristicas del
funcionamiento de la poblacién de interneuronas en regiones como el Hipocampo,
en donde se ha observado que el incremento la actividad inhibitoria por parte del
sistema GABAeérgico sobre las neuronas principales coincidio con la facilitacion de
la adquisicion del aprendizaje de inversién en una tarea de memoria espacial en
roedores (Morellini et al., 2010). En la literatura se har econocido que e |
aprendizaje y la memoria espacial son sustentados por interaccion del Hipocampo
y la CPF (Cholvin et al., 2016; Churchwell et al., 2010; Rossato et al., 2015), por lo

que es posible que durante el aprendizaje de inversidon de una tarea espacial el
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Hipocampo presente una participacion activa como la que se ha reportado en el
caso de la CPF en otros tipos de tareas de inversion (Dong et al., 2013; Zancada-
Menendez et al., 2017). Sin embargo, en este estudio, el aprendizaje espacial en
el laberinto de Morris aumento la actividad de las regiones del circuito PL-ABL, a
pesar de que el aprendizaje de dicha tarea recae preponderantemente en la
funcién hipocampal. Ademas, si bien la lesion de las terminales serotoninérgicas
prefrontales nor epercuti6 de m anera significativa sobre el comportamiento
flexible, la disminucién de la serotonina prefrontal si aument6 la expresion de

actividad theta en el circuito PL-ABL.
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11. CONCLUSION

La lesién det erminales serotoninérgicas en| a corteza PL ocasiond
disminucién del 90% en la concentracién de serotonina prefrontal en el grupo
experimental, sin afectar la capacidad de aprendizaje y memoria espacial en el
laberinto acuatico de Morris. Asi mismo, pese ala marcada disminucion en la
concentracion de la serotonina prefrontal, la lesidon de las terminales no modificé la
capacidad de flexibilidad conductual que se requirié para establecer la prueba de
aprendizaje de inversion espacial.

Sin embargo, pese a que en el grupo experimental la lesion de las
terminales 5-HT prefrontales no tuvo repercusiones sobre el desempefio del
aprendizaje espacial, la lesion provocd que la actividad theta de alta frecuencia
tanto en la PL como en la ABL se incrementara a lo largo del establecimiento de la
prueba. La actividad theta expresa en la PL y en la ABL a través de la adquisicidon
del aprendizaje espacial no s e modifico de manera importante, por lo que es
posible considerar que la participacion del circuito PL-ABL no fue preponderante.
Por tanto, la desinhibicion de la actividad neuronal observada en cada una de las
estructuras del circuito PL-ABL generada por la disminucion de la serotonina
prefrontal no repercutio sobre el establecimiento y la expresion del aprendizaje
espacial.

Con respecto al aprendizaje de inversion, la disminucion de la serotonina
prefrontal no modificé la expresion de la actividad theta en la PL, los valores de
potencia relativa se mantuvieron en la frecuencia alta de theta, coincidiendo con
los valores observados al finalizar la prueba de aprendizaje espacial. Por lo que,
es posible considerar que durante al aprendizaje espacial en la PL se generaron
cambios plasticos, los cuales a su vez repercutieron sobre la actividad eléctrica de
esta region prefrontal y facilitaron el establecimiento del aprendizaje de inversion,
sin que se requiriera de la integridad del sistema serotoninérgico prefrontal, asi
como de la participacion pronunciada de la PL. Por su parte, en la ABL la lesion de
las terminales 5-HT prefrontales favorecié el aumento de la actividad theta de alta

frecuencia a lo largo del establecimiento del aprendizaje de inversion; no obstante,
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aun cuando este aumento de actividad theta no se vio reflejado en el desempefio
de la prueba, los resultados sugieren que la ABL desempefié un papel importante
en la adaptacion del comportamiento ante el cambio de contingencia.

Por tanto, la disminucion del a serotonina prefrontal no modificd la
flexibilidad conductual requerida para el establecimiento del aprendizaje de
inversion espacial evaluada en el laberinto acuatico de Morris, pero si repercutio

sobre la actividad theta del circuito PL-ABL.
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