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memoria. Potencia del alma, por
medio de la cual se retiene
y recuerda el pasado.

Diccionario de la Lengua Espafiola.
Real Academia Espariola, 1992.
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RESUMEN

El entrenamiento con un estimulo aversivo intenso suprime las deficiencias
producidas por tratamientos que inducen amnesia retrégrada en tareas
reforzadas negativamente, hecho que sugiere la existencia de mas de un
mecanismo de consolidacion de la memoria. Se ha demostrado que bajo
condiciones de entrenamiento intenso, la consolidaciéon no se deteriora cuando
se lesionan o se inactivan farmacolégicamente estructuras relevantes para su
formacién, tales como el ntcleo caudado, la amigdala y la sustancia negra. Sin
embargo, no se ha demostrado si la actividad del hipocampo puede ser
prescindible para la consolidaciéon bajo estas condiciones de entrenamiento.
Los objetivos de este estudio son definir la relevancia del hipocampo en la
consolidacion de la memoria bajo condiciones de entrenamiento intenso y
conocer si este tipo de entrenamiento produce cambios en la densidad de las
sinapsis en los campos CA1 y CA3 de la regidn dorsal del hipocampo. Para el
primer objetivo, se trabajé con un total de 76 ratas divididas en 8 grupos
independientes. Los animales fueron entrenados con choques de baja (0.8 mA)
o alta (1 mA) intensidad en |a tarea de evitacion inhibitoria de un ensayo. Cinco
minutos después del entrenamiento se inyectd el inactivador reversible
tetrodotoxina (TTX;10 ng/ul), o su vehiculo a través de canulas previamente
implantadas dirigidas a la region dorsal del hipocampo. La latencia de
retencidn fue medida 30 min y 48 h después del entrenamiento. Los animales
entrenados con 0.8 mA e inyectados con TTX mostraron un cuadro amnésico
48 hr después del entrenamiento. En contraste, los animales entrenados con 1
mA e inyectados con TTX no mostraron amnesia. Adicionalmente, para
conocer la extension de tejido inactivado por la TTX y la duracién de su efecto,
se realiz6 un ensayo inmunohistoquimico contra c-fos en la regién dorsal del
hipocampo, 30 min, 90 min y 48 hr después de la inyeccién de la toxina. Para el
segundo objetivo, se entrenaron dos grupos de ratas sin tratamiento con las
dos intensidades de choque eléctrico mas sus respectivos grupos control y se
realizé un ensayo inmunohistoquimico contra la proteina asociada a las
sinapsis, sinaptofisina. Su nivel se midié en dos regiones del hipocampo dorsal
y se comparé entre los grupos. En el grupo entrenado con 0.8 mA se encontro
un incremento significativo en la expresiéon de sinaptofisina con respecto a su
control. En el grupo entrenado con 1 mA no se encontraron diferencias con
respecto a su control. No se encontraron diferencias en la expresion de
sinaptofisina en CA1 en ninguno de los grupos. Los resultados de este proyecto
sugieren que el papel del hipocampo en la consolidacion de la memoria cambia
dependiendo de la intensidad del entrenamiento, tal como sucede con otras
estructuras involucradas en la formaciéon de la memoria. La formacion de la
memoria estd asociada a cambios en la densidad de las sinaptofisina en el
hipocampo dorsal dependiendo de la intensidad del entrenamiento.



Abstract

The training with a strong aversive stimulation protects against the
deficits induced by some treatments that produce retrograde amnesia in
negatively reinforced tasks. This fact suggests that there is more than one way
to form the memories with the same kind of contents. With high levels of
training, the deficits in memory produced by lesioning or inactivating brain
structures such as sustantia nigra, caudate putamen or the amygdala, cannot
be seen. So far, the protective effect of enhanced ftraining has not been
described after interfering with hippocampal functioning. Hence, the aim of this
study was to define the role of the hippocampus in the consolidation of memory
when high levels of reinforcement are used in training. Aditionally, we wanted to
know if there are changes in the expression of synaptophysin in hippocampal
fields CA1 and CA3 related to the level of training. For the first goal, 76 rats
divided in 8 groups were used. The rats were trained with high (1 mA) or low
(0.8 mA) current intensity of foot-shock in the passive avoidance task and 5 min
after training, injected into the dorsal hippocampus with tetrodotoxin (TTX, 10
ng/ul) or vehicle solution through guide cannulae previously implanted. The
retention latency was measured 30 min and 48 h after training. All the groups of
rats tested 30 m after training showed good retention. The group trained with
0.8 mA, injected with TTX and tested 48 h after training, showed, as expected,
an impairment in retention. Most significantly, the group trained with 1 mA,
injected with TTX and tested 48 after training, did not have any impairment in
the retention test. For the second goal, in four independent groups of rats, (two
groups trained with high or low current intensity of foot-shock and two foot-
shocked control groups), the levels of the associated synaptic vesicle protein,
synaptophysin, were measured in CA1 and CA3 hippocampal fields. In the
group trained with low foot-shock intensity, an increase of the synaptophysin
immunoreactive dots in CA3 was found, relative to the foot-shocked control
group. No differences in CA3 were found between trained and untrained groups
of rats exposed to high level of foot-shock. No differences in the level of
synaptophysin were found among groups in CA1. These results show that the
hippocampus can be included in the group of structures which role in the
consolidation process changes depending upon training intensity. This change
of role has a close relationship with changes in the levels of synaptophysin in
the dorsal hippocampus.



INTRODUCCION

El aprendizaje es la capacidad de los organismos para cambiar su
comportamiento futuro auxiliandose de la experiencia. Ello implica que de
alguna forma se crea en el organismo la representacion de los eventos
ocurridos en el pasado. Esa representacion persiste y eventualmente, es
traducida en estrategias conductuales que suelen favorecer la supervivencia
del organismo en cuestiéon. La persistencia de esta representacién de los
hechos del pasado es la memoria. El estudio cientifico de la memoria intenta
conocer cudl es la naturaleza de esa representacion, cédmo se forma, como se

mantiene y bajo qué condiciones se traduce en comportamiento.

En la busqueda para entender como se crea y se mantiene la memoria, se han
encontrado multiples correlaciones entre su formaciéon y algunos cambios
funcionales y estructurales en el sistema nervioso, tales como maodificaciones
de la eficiencia sinaptica, incremento en el numero de receptores a
neurotransmisores 0 la expresion de nuevas proteinas, por citar algunos
ejemplos generales. Lo que se delinea con estos hallazgos es que cada nuevo
aprendizaje reorganiza el conjunto de elementos en el sistema nervioso que

permiten el mantenimiento y la expresién de la memoria.

Para lograr una aproximacion clara al estudio de este proceso es importante
sefalar que, como resultado de una investigaciéon extensa, ha sido posible
establecer que la memoria posee caracteristicas especiales, distintivas y
claramente reproducibles que dependen tanto del tipo de contenido que es

representado, como del momento en el cual se observan sus manifestaciones.

El hablar de las manifestaciones de la memoria, de la representacion de los
contenidos, de la memoria como fendmeno y otras formas de expresar
ambiguamente lo que significa la memoria se justifican porque la memoria es
particularmente dificil de estudiar como algo que puede localizarse en un
espacio y para el que corresponde un almacén permanente. Probablemente es
mas adecuado referirse a ella como algo que ocurre en el tiempo y sélo se



manifiesta en situaciones particulares. Como la mayoria de los procesos
psicolégicos que han sido objeto de estudio cientifico, la necesidad inherente al
método de contar con una definicién clara y concisa (sin que por ello sea
necesariamente correcta), ha motivado la aparicion de un enfoque

reduccionista que aparenta simpleza e ingenuidad.

Esta aparente simplificacién del estudio de la memoria, sin embargo, ha
obtenido resultados alentadores al intentar explicar fenomenos de la memoria
que se conocian desde que comenzo su estudio sistematico en el siglo XIX y
que, aunque se encuentran descritos con gran detalle, no contaban con una
explicacion satisfactoria. Dos de estos fendmenos que cabe citar como ejemplo
son, por una parte, [a descripcién de la memoria de corto y largo plazo como un

proceso lineal y por otra parte, la interferencia.

Al estudiar el papel que diferentes estructuras y mecanismos de
neurotransmisién juegan en el proceso de consolidacidon, debe tenerse
presente que la participacion de las estructuras cerebrales involucradas varia a
través del tiempo y de la modalidad de memoria requerida para la exitosa
ejecucién de ciertas tareas (Ambrogi et al., 1999). Con el objeto de lograr una
aproximacién clara al estudio del papel que desempefan las estructuras en la
consolidacion, este proyecto se circunscribié al estudio de la memoria
implicada en la tarea de evitacién inhibitoria de un ensayo, que se describe en

el método.



La memoria de corto plazo y de largo plazo

En el plano temporal, la primera clasificacion con respecto a los diferentes tipos
de memoria se hace entre la formacién y mantenimiento de la memoria en los
minutos u horas siguientes al evento de aprendizaje -en cuyo caso se le llama
memoria de corto plazo-, y la formacién y mantenimiento durante horas, dias o
eventualmente durante el resto de la vida, recibiendo entonces la denominacién

de memoria de largo plazo.

Esta clasificacion no se ha establecido de forma arbitraria. El estudio
sistematico de la capacidad para formar nuevos recuerdos y mantener los ya
formados en una amplia gama de modelos humanos, animales y celulares ha
demostrado que los organismos se sirven de diferentes sustratos para crear y
mantener la memoria dependiendo del tiempo transcurrido desde que sucede

el evento que origina la persistencia del cambio en el comportamiento.

Kandel (2001) resume que los cambios moleculares de los organismos para
formar la memoria de corto y largo plazo, se encuentran conservadas desde los
invertebrados hasta los mamiferos y en cada caso se involucra una
modificacion de la eficiencia sindptica. Los cambios de esta eficiencia sinaptica
a corto plazo involucran la modificaciéon de proteinas preexistentes en
conexiones sinapticas ya formadas. Por su parte, los cambios a largo plazo
involucran la activacion de la expresién de genes, la sintesis de nuevas
proteinas, la formacion de nuevas conexiones o la reorganizacion de las
existentes. Mientras la formacién y el mantenimiento de la memoria de corto
plazo puede utilizar una amplia variedad de transmisores dependiendo tanto
del contenido de esa representacién como de los elementos del sistema
nervioso que se activan en funcién de ese contenido, la formacién de la
memoria de largo plazo parece utilizar preferente -pero no exclusivamente- la
via de sefalizacién intracelular que comprende la proteina-cinasa dependiente
de AMP ciclico (PKA), la proteina-cinasa activada por mitogenos (MAPK) y la
proteina Cyclic AMP Response Element Binding (CREB-1).



Una linea de investigacion seguida por lzquierdo y sus colaboradores,
adicionalmente aporta evidencia para demostrar que en el hipocampo la
memoria posee al menos tres formas de mantenerse y evocarse, dependiendo
del tiempo transcurrido desde una experiencia concreta de aprendizaje

(Izquierdo et al., 1999).

Para éste y otros investigadores (Goldman-Rakic, 1996) y con la evidencia de
sus trabajos como sustento, la memoria de trabajo o de muy corto plazo ocurre
gracias a procesos cualitativamente diferentes tanto de los que mantienen a la
memoria de corto plazo como de los que corresponden a la formaciéon de la

memoria de largo plazo.

A su vez, el mantenimiento y la formacién de la memoria de corto plazo, y la
memoria de largo plazo son dos procesos que pueden desarrollarse de forma
independiente. Este Ultimo hecho se ha sugerido a partir de los resultados
experimentales en los que, administrando el agonista de los receptores
serotoninérgicos 5-HT1a, DPAT, en la regién CA1 del hipocampo o el
antagonista de este mismo receptor, NAN-190, en la corteza entorrinal, puede
inhibirse la expresibn de [a memoria de corto plazo permitiendo el
establecimiento y la evocacion de la memoria de largo plazo (lzquierdo et al.,
1998, 1999). Esta aparente disociacion entre ambos procesos también se
observa al administrar el agonista de los receptores a GABAa, musimol, o el

antagonista de receptores de glutamato tipo AMPA, en la corteza entorrinal.

La hipétesis de que la formacion de la memoria de largo plazo es dependiente
de la sintesis de nuevas proteinas, ha sido apoyada por resultados obtenidos
en experimentos en los que se han estudiado tanto tareas apetitivas
(Hernandez et al.,2002) como aversivas (Meiri y Rosenblum, 1999, Quevedo et
al.,1999,). En ambos tipos de tarea, se observa una deficiencia en las pruebas
de retencion al bloquear la sintesis de proteinas después del entrenamiento o
al bloguear la sintesis de RNAm. (lgaz et al.,, 2002). Cabe destacar aqui que la
administraciéon del inhibidor de la sintesis de proteinas anisomicina en

diferentes regiones del cerebro de la rata se hizo en concordancia con la



participacion conocida de estas regiones cerebrales en la formacién de la
memoria para cada tipo de tarea; el nucleo acumbens para las tareas apetitivas

autorreforzadas o el hipocampo para las tareas espaciales y asociativas.
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El Hipocampo y la consolidacion de la memoria en la tarea de

evitacion inhibitoria

Numerosos estudios sefialan al hipocampo, en mamiferos, como una
estructura clave para la consolidacion de la memoria de tareas espaciales
(Jarrard, 1993; Moser et al.,1993, Kandel, 2001).

Adicionalmente, existe clara evidencia de que el hipocampo participa también
en la consolidacion de la memoria en ciertas tareas asociativas. Cabe citar
entre estas tareas asociativas el condicionamiento aversivo presente en el
miedo condicionado contextualmente (Kim y Fanselow, 1992) y la adquisicion
de respuestas condicionadas cuando existe un intervalo entre el estimulo

incondicionado y el condicionado (paradigma huella, Thompson y Kim, 1996).

El hipocampo también esta estrechamente implicado en la consolidaciéon de
tareas asociativo-instrumentales (Eichembaum, 1996). Una de las pruebas
conductuales que involucran esta habilidad es la tarea de evitacion activa, que
no puede ser aprendida por ratas en las que se inactiva reversiblemente el
hipocampo con el blogueador reversible de canales de sodio tetrodotoxina
(TTX) (Cimadevilla et al.,2000).

Otra tarea de tipo asociativo-instrumental es la tarea de evitacion inhibitoria,
que no puede ser retenida eficazmente por ratas en las que se han lesionado
los campos CA1 o CA3 del hipocampo con acido kainico (Stubley-Weatherly et
al., 1996; Martinez et al., 2002), o en las que se ha lesionado la regién dorsal

del hipocampo con acido iboténico (Gisquet-Verrier et al.,1999).

La retencion de esta tarea también se deteriora al inyectar en el hipocampo
TTX inmediatamente después de la sesion de entrenamiento (Lorenzini et
al,1996; 1997). Avanzando en la especificidad de las herramientas
farmacoloégicas utilizadas, ocurre el mismo deterioro en la retencién cuando se
inyectan bloqueadores de las via de sefializacion que involucran la sintesis de
AMPc, tales como el antagonista de los receptores D1/D5, SCH 23390
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(Bernabeu et al.,1997) o el bloqueador de los receptores metabotrépicos a
glutamato, MCPG (Bianchin ef al.,1994).

La interrupcion de la cascada de sefales que dependen del AMPc en el
hipocampo, tal como sucede al administrar el bloqueador de la proteina-cinasa
dependiente de AMPc (PKA), KT-5720, produce igualmente un deterioro en la
retencion de esta tarea (Bernabeu et al,1997). La interferencia con la actividad
de la MAPK por medio del antagonista PD-098059 en el hipocampo, en un
rango de 180 minutos posterior al entrenamiento, también provoca una pérdida
significativa de la retencion cuando ésta se mide 24 horas después (Walz et al.,
2000). Por el contrario, la activacion de los receptores D1/D5 o la estimulacién
de la via del AMPc en el hipocampo tanto con el analogo 8Br-cAMP como con
forskolina, promueve una ejecucion mas eficiente (Bernabeu et al, 1897).
Adicionalmente, el entrenamiento en esta tarea produce un incremento en la
densidad de receptores AMPA, (Cammarota et a/,1995) y de receptores
muscarinicos M1 (Ortega et al.,1996), cuantificado en ambos casos a través de

la incorporacion de un agonista marcado radiactivamente.

No obstante el gran cumulo de trabajos que sefalan la existencia de una fuerte
correlacién entre los cambios electrofisiolégicos en diferentes regiones del
hipocampo, como la potenciacion a largo plazo (LTP), la sintesis de proteinas
que modifican la eficacia sinadptica y la presencia del fenémeno de
consolidacién de la memoria (Kandel, 2001), varias excepciones significativas a
este esquema (Eichenbaum et al.,1992, Nosten-Bertrand et al.,1996; Zamanillo
et al.,1999; Holscher, 1999; Zhang ef al.,2002), hacen notar que no es posible
aun establecer con claridad como se reorganizan las diferentes estructuras
cerebrales para que la memoria de corto plazo se consolide y se transforme en

memoria de largo plazo.

La consolidaciéon de la memoria depende de un equilibrio neuroquimico que
puede alterarse experimentalmente de diferentes formas y ello puede conducir
a una retencion mas pobre o mas eficiente. En ultima instancia, algunos
tratamientos podrian inhibir o promover los cambios estructurales que se cree

que estan estrechamente asociados a la formacion de la memoria de largo

11
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plazo, tales como la sintesis de nuevos receptores (Ortega et al,1996), la
apariciéon de nuevas espinas dendriticas y ramificacion de los procesos
neuronales en el hipocampo (Ramirez-Amaya et al., 1999) o el incremento de

sinapsis especificas en la corteza (Fox et al., 2000).

La facilitacion de algunos sistemas de neurofransmision que actudan como
moduladores en este proceso (especialmente el sistema colinérgico)-,
promueven una consolidacion mas eficiente, que puede medirse por la

retencion a largo plazo de una tarea.

En contraste, cuando se administran en el estriado bloqueadores de la
actividad colinérgica durante el periodo inmediato posterior al entrenamiento,
que corresponde al tiempo durante el cual se lleva a cabo la consolidacion, la
retencion a largo plazo (entre 24 y 48 horas) de una tarea condicionada
aversivamente se ve disminuida (Prado-Alcala, 1985). La lesidén en el sistema
colinérgico por medio de inmunotoxinas tambien produce profundas
alteraciones en la habilidad de las ratas para adquirir tareas que pueden
agruparse como asociadas a una recompensa y en la memoria de trabajo o de

muy corto plazo (Kitabatake et al., 2003).

El mismo efecto amnésico se observa al bloquear otros sistemas de
neurotransmision en diversas estructuras, hecho que ha permitido esbozar un
mapa de la participacion del sistema o estructura manipulada en la
consolidacion de esta tarea concreta (Izquierdo et al., 1997; Ambrogui et al.,
1999).

12



La consolidacion de la memoria con estimulos intensos

Al esquema de la consolidacién de la memoria descrito anteriormente, deben
anadirse elementos adicionales a raiz de |a serie de hallazgos experimentales
que demuestran que cuando la intensidad del entrenamiento se incrementa, no
se expresa el efecto amnésico que produce el bloqueo temporal o la lesién
permanente de diferentes esftructuras y sistemas de neurotransmisién que
participan en la formacién de la memoria. En humanos que sufren una lesion
en el hipocampo, el incremento en el numero de presentaciones de una imagen
para ser recordada, tanto individualmente como en asociacion con otra imagen,
aumenta también el numero de aciertos en la prueba de retencion (Stark et al,,
2002). Estos hechos sugieren que en condiciones de entrenamiento intenso,
los mecanismos implicados en la consolidacién son diferentes a los que se
ponen en marcha cuando el entrenamiento es de menor intensidad (Prado-
Alcala, 1995). Esta aparente convergencia de sistemas de neurotransmision
adicionales al sistema colinérgico no ocurre de forma gradual al incrementar la
intensidad del entrenamiento. En el caso del bloqueo de los receptores
muscarinicos, la recuperacion del proceso de consolidacion se establece de
forma abrupta después de alcanzar un umbral de intensidad de choque en el
entrenamiento (Cruz-Morales et al.,1992). Adicionalmente, existen reportes que
indican la participacion simultdnea por lo menos de un sistema adicional al
colinérgico cuando se entrena a ratas con un estimulo aversivo poco intenso
(Quirarte et al,1993), lo que sugiere que existe un umbral para respaldar la
actividad colinérgica que depende de la intensidad de la experiencia de
aprendizaje. Por debajo y por arriba de este umbral, el sistema colinérgico del
cerebro puede estar inactivo y aun asi, la memoria lograra consolidarse.
(Prado-Alcala, 1995).

La posible reorganizacién de los sistemas implicados en la consolidacién de la
memoria cuando se sobreentrena a ratas y gatos se ha demostrado desde

hace muchos afos en tareas condicionadas instrumentalmente, reforzadas
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tanto positiva (Prado-Alcala ef al,, 1978; Prado-Alcala y Cobos-Zapiain, 1977)

como negativamente (Giordano y Prado-Alcala, 1986).

Este efecto es mas notable cuando se considera que el tiempo necesario para
entrenar a los animales no varia en el caso del entrenamiento en tareas como
la evitacion inhibitoria. Rassnick et af, (1998) y Passerin et al. (2000)
compararon la activacion producida por uno o varios choques eléctricos y la
activacion producida por la inyeccién de la hormona liberadora de corticotropina
utilizando c¢-fos como marcador de actividad, encontrando una elevada
coincidencia entre ambos tipos de estimulo. De esta forma, la activacion
intensa del eje hipotalamo-hipofiso-adrenal y de la amigdala cuando se entrena
a las ratas en esta tarea (McGaugh et al.,, 1996) dispara un mecanismo de
consolidacion diferente con respecto al que el cerebro utiliza en el caso del
entrenamiento con un estimulo aversivo no muy intenso. Esto ocurre aun si el
tiempo durante el cual el entrenamiento tiene lugar es similar. Este mecanismo
de consolidacion potenciado por el estrés ademas de activar, como ya se
menciond, el eje adreno-cortical, se encuentra asociado a un incremento

significativo en los niveles de serotonina del hipocampo (Liu et al.,,1999).

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que la retencién de las
tareas aprendidas con un entrenamiento intenso no se abate cuando se aplican
en el nucleo caudado antagonistas colinérgicos minutos después de la sesion
de adquisicién, que en condiciones de entrenamiento con estimulos aversivos
poco intensos inducen un cuadro amnésico (Giordano y Prado-Alcala, 1986).
Otros tratamientos amnésicos ensayados que consisten en el bloqueo de la
actividad colinérgica de forma sistémica (Cruz-Morales et al,, 1992; Duran-
Arévalo et al., 1980; Quirarte et al., 1993), permiten sugerir que el sistema
colinérgico no participa de forma exclusiva en la consolidaciéon de la memoria
cuando existe un entrenamiento intenso. El bloqueo GABAergico en la
sustantia nigra tampoco produce déficits en la retencién con este tipo de
entrenamiento (Cobos-Zapiain ef al.,1996). Los efectos amnésicos producidos
por tratamientos neurotdéxicos en la amigdala no siempre pueden ser
superados por el entrenamiento intenso en tareas aversivas (Maren, 1998),

pero se ha demostrado que en la tarea de evitacion inhibitoria, éste si reduce el
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cuadro amneésico (Parent et al, 1995). La lesidbn neurotéxica producida por
acido kainico en el campo CA1 del hipocampo dorsal, produce deterioro en la
retencion de la tarea de evitacion inhibitoria (Martinez et al.,2002) pero no se
conoce si el entrenamiento con un estimulo aversivo mas intenso permite la

consolidacion de la memoria aun cuando el hipocampo se encuentre inactivo.
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Cambios sinapticos asociados a la formacién de la memoria

La region CA1 del hipocampo dorsal posee un importante papel en la
recuperacion de la memoria en la tarea de evitacién inhibitoria: la lesion con
acido kainico de esta zona produce déficits en la retencién de la tarea cuando
ésta es medida 24 horas después del entrenamiento, pero no en la retencién a
corto plazo (Martinez et al.,2002). De forma similar, tanto el bloqueo colinérgico
como el de los receptores dopaminérgicos D1 en esta area produce un
deterioro en la evocacién, aun si la tarea ya esta consolidada (Barros et
al.,2001).

Si el entrenamiento intenso cambia la forma en la que el hipocampo se
relaciona con ofras estructuras para que la consolidacién de la memoria sea
posible, ¢cual es la naturaleza de ese cambio? Los estudios que persiguen
establecer una correlacion entre los cambios estructurales en las sinapsis de
CA1 asociados a tareas de aprendizaje dependientes del hipocampo, han
encontrado unicamente cambios muy sutiles a nivel ultraestructural Rusakov et
al,1997) o han recurrido a disefos experimentales indirectos, tales como la
asociacion entre ambientes enriquecidos, aprendizaje eficiente y cambios
estructurales en las espinas dendriticas (Moser et al,,1994). No obstante, se ha
demostrado la existencia de una correlacion entre la intensidad de la expresion
de sinaptofisina en el area CA3 del hipocampo y el desempefio en una tarea de
aprendizaje espacial, aunque estas diferencias son mas acusadas en ratas
viejas (Smith et al., 2000).

En la region del hipocampo donde si se ha encontrado evidencia de posibles
cambios estructurales asociados con el entrenamiento en tareas espaciales, es
en el campo CA3, medido como el incremento del drea reactiva a la tincién de
Timm, que tifie las fibras musgosas de esta regidn a partir de una reaccion que
detecta la presencia de zinc (Ramirez-Amaya et al.,1999; Ramirez-Amaya et
al,, 2001). Utilizando |a tarea de evitacién inhibitoria, O'Connell et al. (1997)
describieron un incremento en células hipercromaticas tefidas con toluidina en

la cresta dorsal del giro dentado del hipocampo en ratas entrenadas
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comparadas con ratas a las que se aplicé un choque eléctrico de la misma
intensidad. Este cambio fue mas significativo entre 5 y 7 horas después del
entrenamiento. La toluidina tifie los ribosomas, por lo tanto, un aumento en la
intensidad del colorante incorporado indirectamente indica un aumento en la
actividad de sintesis de proteinas. Sin embargo, debe destavarse que ésta es
evidencia indirecta y no necesariamente se relaciona con cambios estructurales

en el hipocampo.

Otro grupo de trabajos han relacionado directamente a la formacion de la
memoria la expresién del gen temprano c-fos en esta regién del hipocampo (He
et al, 2002) y la expresion de c-fos junto con un incremento significativo de la
forma fosforilada de CREB (Colombo et al, 2003). En ambos casos, estos
cambios son interpretados como la evidencia de la sintesis de proteinas como
consecuencia del evento de aprendizaje y que al mismo tiempo puede ser el
sustrato necesario para que el cambio en el comportamiento generado por la

experiencia de aprendizaje persista.

Siguiendo la linea de la deteccién de la expresiéon de genes tempranos
asociada al aprendizaje como prueba de los cambios estructurales que
sustentan la memoria, Guzowsky ef al, (2001) reportaron la expresion
diferencial entre Arc y c-fos, dos genes reguladores de la transcripcion y el gen
zif-268 que modula algunas funciones celulares especificas, dependiendo del

entrenamiento en una tarea espacial.

Otros estudios abordan masivamente la busqueda de los cambios en la
expresion de proteinas (y de los genes que regulan esa expresién), asociados
al aprendizaje, haciendo posible restringir la busqueda de los elementos
estructurales que participan en la formacién de la memoria. Cavallaro et al.
(2002) expusieron una aproximacion metodoldégica para utilizar estas
herramientas en el estudio del aprendizaje y la memoria. Con esta estrategia,
reportaron un perfil de expresion en el hipocampo y el cerebelo asociado al
condicionamiento clésico del reflejo palpebral en conejos (Cavallaro et al.,
2001), en el hipocampo asociado al entrenamiento en la tarea de laberinto

acuatico de Morris (Cavallaro et al., 2002a) y a la tarea de evitacion inhibitoria
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(Cavallaro et al., 2003), siendo estos dos ultimos trabajos de especial interés
en el contexto del presente trabajo, puesto que en el primer caso se reportan
los cambios encontrados a partir de una tarea de aprendizaje en la misma
estructura en la que la presente tesis se concentra y en el segundo, se reportan
los cambios utilizando la misma tarea conductual que se empled aqui. Con
herramientas similares y menor contundencia, Leil et al. (2002) reportaron un
patrén diferencial de expresién de genes en el hipocampo entre ratones
genéticamente modificados que se desempefan muy eficiente o muy

deficientemente en la tarea del laberinto acuatico.

En el reporte de Cavallaro et al. (2002a) se menciona, entre otros cambios
relevantes, una modificaciéon importante en la expresion de genes relacionados
con la estructura de las sinapsis al entrenar a las ratas en la tarea del laberinto
acuatico. Estos genes incluyen los que codifican para la sinaptotagmina y la
sintaxina. Donahue et al.(2002) también reportaron —entre otros genes- un
incremento de la sinaptotagmina utilizando un paradigma de condicionamiento
del reflejo parpebral similar al utilizado por Thomson y Kim (1996), quienes a su
vez mostraron que la actividad del hipocampo juega un papel crucial para que
el condicionamiento se establezca utilizando este paradigma. La modificacion
de la estructura de las sinapsis vinculada al entrenamiento en la tarea de

evitacion inhibitoria ha sido reportada por O’Malley ef al. (1998)

Sin embargo, ninguno de estos trabajos busca diferencias en las propiedades
funcionales del hipocampo entre ratas entrenadas con diferentes niveles de
reforzamiento, que en el plano conductual son muy acentuadas. Es por eso que
en el presente trabajo experimental, nos hemos propuesto vincular los efectos
del entrenamiento intenso tanto en la formacién de la memoria medida
conductualmente, como en la expresiéon de proteinas asociadas a la

transmision sindptica.
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SECCION EXPERIMENTAL

Hipotesis 1: La inactivacion del hipocampo con TTX no interferira con la
retencion de la tarea de prevencion pasiva medida 30 minutos después

del entrenamiento, tanto con baja como con alta intensidad de choque.

Hipétesis 2: La inactivacion del hipocampo dorsal con TTX no producira
un cuadro amnésico 48 horas después del entrenamiento con alta

intensidad de choque.

Hipotesis 3. El entrenamiento con alta intensidad de choque producira un
nivel de expresion de sinaptofisina en el hipocampo diferente del

producido por el entrenamiento con baja intensidad de choque.

Objetivos

La meta central de este trabajo es definir si la participacién funcional del

hipocampo en el proceso de consolidacion de la memoria cambia cuando el

evento de aprendizaje estd asociado a un estimulo aversivo intenso. Para

alcanzar esta meta, derivados de las hipétesis propuestas, se propusieron tres

objetivos complementarios:

1.

Estudiar el efecto de la inactivacién reversible de la actividad del
hipocampo en su region dorsal, sobre la retencién medida 30 minutos
(memoria de corto plazo) después del entrenamiento con un reforzador
de alta intensidad.

Estudiar el efecto de la inactivacion reversible de la actividad del
hipocampo en su regién dorsal, sobre la retencion medida 48 horas
(memoria de largo plazo) después del entrenamiento con un reforzador
de alta intensidad.

Conocer si existen cambios en la densidad de las sinapsis en el
hipocampo asociados al entrenamiento por medio de un estimulo
aversivo intenso en comparacién con el entrenamiento normal,
cuantificando estos cambios por medio de la expresion de sinaptofisina

en las regiones CA1y CA3 del hipocampo dorsal.
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Consideraciones metodolégicas

Una limitaciéon de los estudios sobre la consolidacion de la memoria que se
realizan lesionando las areas de interés, es que en caso de encontrarse un
déficit en la ejecucion de una prueba después del entrenamiento, no puede
discernirse con claridad si la estructura dafada participa en la consolidacién
propiamente dicha o en la evocacién de la tarea aprendida ya consolidada.
También son ambiguas en este caso las interpretaciones sobre el papel de la
estructura en el proceso que se estudia si se considera la reorganizacion
funcional del sistema nervioso después de una lesion (lzquierdo y Medina,
1998).

Una aproximacion experimental a este problema consiste en utilizar técnicas
farmacologicas basadas en la inactivacion reversible de las regiones bajo

estudio en el sistema nervioso.

La inactivacion temporal del estriado inducida por lidocaina, que es un
bloqueador reversible de los canales de Na* con un tiempo estimado de accién
de 2 horas, produce un efecto amnesico sobre la memoria de largo plazo en las
ratas, que no se observa cuando se incrementa la intensidad del choque de
entrenamiento  (Perez-Ruiz y Prado-Alcala, 1988). No obstante, en
observaciones de nuestro laboratorio se encontré que la administracién de
lidocaina en el hipocampo no produce un cuadro amnésico después del
entrenamiento, posiblemente porque su tiempo de accién no es |lo
suficientemente prolongado como para interferir con el proceso de
consolidacion en el hipocampo. La participacion del hipocampo dorsal en la
consolidacion por al menos 890 minutos después del entrenamiento ha sido
demostrada por Lorenzini et al. (1996) utilizando TTX. El mayor tiempo de
accion de la TTX, permite observar diferencias significativas en la retencion de
animales a los cuales se les administra la toxina en el hipocampo dorsal
durante el periodo inmediato posterior a la sesién de entrenamiento. La TTX

actlia como un inactivador reversible con un mecanismo de accién similar a la
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lidocaina, bloqueando reversiblemente los canales de Na*. A diferencia de la
lidocaina, la TTX tiene un tiempo estimado de accidén de 24 horas (Zhuravin y
Bures, 1991; Boehnke y Rasmusson, 2001). Cuando esta toxina se aplica en el
hipocampo ventral, se produce un cuadro amnésico menos pronunciado, que
solo es significativo al administrar la toxina dentro de los primeros 15 minutos
después del entrenamiento (Lorenzini et al., 1997). Sin embargo, no se ha
reportado si el entrenamiento con un estimulo aversivo mas intenso suprime el
efecto amnésico de la TTX en ambas regiones del hipocampo, ni cudl es el
efecto que produce en la retenciéon a corto plazo la inactivaciéon del hipocampo
con esta toxina. Aunque es verdad que la evocacion de la memoria de corto
plazo se ha mostrado muy dificil de abatir, la posibilidad ya sefalada de que
bajo ciertas condiciones pueda inhibirse el establecimiento de la memoria de
corto plazo al tiempo que el proceso de formacion de la memoria de largo plazo
permanece, justifica la pertinencia de probar el efecto del bloqueo reversible del

hipocampo sobre la evocacion de la memoria de corto plazo.

La dosis de TTX que se aplicod (10 ng/ul), se eligié inicialmente tomando como
base un reporte sobre el radio de la accién inhibidora de esta dosis en esta
dilucion y el periodo de tiempo en el cual produce efectos después de la
inyeccion (Zhuravin y Bures, 1991). En el trabajo citado se demuestra que la
administracion de esta dosis en el parénguima, inactiva reversiblemente la
actividad de nucleos nerviosos aproximadamente en 1 mm de tejido
circundante al sitio de inyeccion, alcanza su efecto en 25 minutos y no produce
efectos detectables 24 horas después de la administraciéon. Sin embargo, en
los reportes de los estudios de inactivacién por TTX reportados por Lorenzini et
al. (1996, 1987), no se demuestra directamente la extension de las regiones
inactivadas en el hipocampo durante las fases posteriores al entrenamiento ni
durante la prueba de retencién, sino que se asume que la TTX presenta en las
regiones estudiadas del hipocampo, la misma difusién y efectos en el tiempo
que las que fueron reportadas para el ntcleo de Eddinger-Wetsfall por Zhuravin
y Bures (1991). Por lo tanto, como experimento adicional en el contexto de este
proyecto, se prob6 directamente en el hipocampo la accidén, en cuanto a
extensién y tiempo, de la microinyeccién de TTX. Otro punto de consideracion

es que, en estos estudios, la inyeccibn de TTX durante el periodo de
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consolidacion se llevo a cabo bajo los efectos de pentobarbital con el objetivo
de facilitar la manipulacion de los animales. La presencia de este barbitdrico
durante el periodo de consolidacién incorpora un artefacto que se evita en los

experimentos descritos aqui.

Por otra parte, el hecho de que los mecanismos de consolidacién varien de
acuerdo a la intensidad de la experiencia de aprendizaje, sugiere que las
estructuras que participan activamente en él poseen algin género de
interruptor o sensor, ya sea representado por una estructura concreta (o una
combinacién de ellas) o por una variacion intrinseca del funcionamiento de los
elementos implicados. Es destacable que, en el plano conductual, esta
variacion del desempefio en la retencién varia de forma abrupta con el
progresivo incremento en la intensidad del estimulo aversivo (Cruz-Morales et
al.; 1992).

En el caso del hipocampo, una forma de aproximarse a los cambios intrinsecos
que tienen lugar para que la consolidacion se realice de una forma que
depende directamente del hipocampo o de una forma que no lo hace, consiste
en estudiar la densidad relativa de vesiculas sinapticas en las areas CA1y CA3
por medio de la cuantificacién de la expresion de sinaptofisina. Esta proteina se
encuentra asociada a la membrana de las vesiculas sinapticas y participa en la
formacion del canal a través del cual se libera el contenido de las vesiculas
durante el proceso de exocitosis. Los ensayos inmunochistoquimicos que
revelan la presencia de esta proteina, ofrecen una medida de la densidad de

sinapsis en el area estudiada (Calhoun ef al., 1996).
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METODO

Experimento 1

El objetivo de este experimento fue mostrar si las ratas entrenadas con un
choque relativamente intenso eran capaces de recordar la tarea incluso cuando
se inactivd en ellas el hipocampo después del entrenamiento, durante el
periodo que se sabe ocurre la consolidacion de la memoria. Para tener certeza
de que la tarea si fue adquirida, se midio la retencion treinta minutos después
del entrenamiento, en el momento en el que la interferencia con la actividad del

hipocampo no tiene efectos sobre la evocacién de la memoria.

Sujetos

Los datos resenados en esta tesis se obtuvieron de un total de76 ratas Wistar
macho de 250-300 grs que pasaron las pruebas de verificacion histolégica y en
las que las pruebas de entrenamiento, inyeccidén y retencidén se realizaron sin
contratiempos. En todas las ratas utilizadas para esta serie experimental, se
implantaron bilateralmente céanulas mediante cirugia estereotdxica bajo
anestesia general con pentobarbital (45 mg/kg, |.P.). Se utilizaron céanulas de
doble pared fabricadas con agujas de acero inoxidable, calibres 23 y 30 (0.63
mm diametro externo, 0.33 mm diametro interno, respectivamente) de 12 mm
de largo para ser implantadas en la region dorsal del hipocampo (AP=-4.1 L=+
-2.5, V=-3.1 mm), como se ilustra en la figura 1, o de 10 mm de largo para el
caso de la corteza parietal, que se encuentra en el mismo plano rostro-caudal,
justo por arriba del hipocampo (AP =-4.1, L =+ 2.5, V = -0.5) de acuerdo con el
atlas de Paxinos y Watson (1997).
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Figura 1. Diagrama que muestra

el sitio de inyeccion de TTX en el hipocampo

dorsal (circulos grises). Adaptado de Paxinos y Watson, 1997.
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Aparatos

Camara de condicionamiento de evitacién inhibitoria

El entrenamiento de evitacion inhibitoria y la prueba de retencidén se
realizaron en una caja de condicionamiento constituida por dos
compartimientos de las mismas dimensiones (30 x 30 x 30 cm) separados por
una puerta tipo guillotina.(Figura 2)

El piso del compartimiento de seguridad fue hecho con barras de
aluminio de 6 mm de diametro separadas con 1.5 cm entre si. Las paredes del
compartimiento de castigo estan compuestas de dos placas de acero
inoxidable las cuales se encuentran separadas en la mitad del piso por una
ranura de 1 cm, dando una forma de V, lo cual permitié que los sujetos hicieran
contacto con ellas todo el tiempo y recibieran el choque eléctrico. El
compartimiento de castigo podia estar electrificado utilizando un estimulador de
pulsos cuadrados (Grass-Instruments Co., modelo S48) conectado en serie con
una unidad de corriente constante (Grass-Instruments Co., modelo CCU-1A).
La cdmara de condicionamiento esta ubicada en un cuarto sonoamortiguado
(2.44 X 1.95 X 2.50 m) y con baja iluminacién provista de un enmascarador de
ruido (BRS/LVE, modelo AU-802).
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Figura 2. Aqui se ilustra esquematicamente la cdmara de evitacién inhibitoria.

Procedimiento

Sesion de entrenamiento.
En el primer y unico dia de entrenamiento (sesion de adquisicion o
aprendizaje), cada sujeto se introdujo al compartimiento de seguridad durante
10 segundos; transcurrido este tiempo se abrid la puerta y se midi6 el tiempo
(latencia de adquisicion) en que cruzaba con las cuatro patas al compartimiento
de castigo. En ese momento se cerr6 la puerta y se administré un choque
durante 5 segundos; después se abri6 la puerta y el choque se mantuvo hasta
que la rata escapaba al compartimiento de seguridad, midiéndose la latencia de
escape. Posteriormente, se cerré la puerta y 30 segundos después se coloco al
animal en su jaula individual dando por terminada la sesion. Las intensidades
del choque fueron de 0.8 6 1.0 mA; estos estimulos eléctricos tuvieron los

siguientes parametros: 100 volts, pulsos de 50 mseg de duracion y 10 Hz.
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Sesion de Retencion.
Transcurridos 30 minutos 6 48 horas, de acuerdo al grupo experimental, se
colocé a los sujetos en el compartimiento de seguridad y se midio la latencia
para pasar al compartimiento de castigo, sin volver a aplicar el choque
eléctrico. Si el sujeto no cruzaba en 200 segundos se daba por terminada la

sesion y se asignaba una puntuacion de 200 segundos.

Tratamientos.

Cinco minutos después del entrenamiento, a través de las canulas implantadas
se inyecté bilateralmente TTX con una dosis de 10 ng/uL por medio de dos
microjeringas Hamilton acopladas a una bomba automatica de infusion
continua. La velocidad de infusién fue de 1 pl/minutos. Los grupos control

fueron inyectados con 1 pL de solucién salina isoténica (SS).
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Disefo

El experimento se planed de la siguiente forma:

R e — —

Anslisis

Cirugia: inyeccion 5 A

; ) : ; Prueba de refencion b

implantacion Entrenamiento min despues Histologico
bilateral de del L .
canulas o_nirﬁnamiorﬂn |

dirigidas a:

Figura 3. En este esquema se describen 8 grupos independienties. Se utilizaron
entre 8 y 12 animales por grupo. El nimero total de animales cuyas latencias de
retencién fueron incluidas en la parte conductual de este estudio fue de 76 ratas.

Analisis Histologico.

Una vez terminados los experimentos conductuales, todos los animales fueron
sacrificados con una dosis letal de pentobarbital sédico y perfundidos a fravés
de la aorta ascendente con solucién salina isoténica seguida de formaldehido
al 4% en solucion con amortiguador de fosfatos (PBS). Una vez terminada la
perfusion se extrajo el cerebro y se colocd en un frasco con una mezcla de una
solucién de formaldehido al 4% y de una solucion de sacarosa al 20% en una
proporcion de 1:1 por siete dias. Posteriormente, se realizaron cortes coronales
de 50 um de espesor que se fijaron a laminillas de observacion, los cuales

fueron tedidos con [a técnica de violeta de cresilo. Todas aquellas ratas en las
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que las canulas estuvieron fuera del sitio escogido (hipocampo dorsal o corteza
parietal) fueron descartadas y sus datos no fueron incluidos en los analisis

estadisticos.

Estadistica.

Se utilizé la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para comparar las
latencias de entrenamiento, escape y retencién de cada uno de los grupos

tratados con TTX contra sus respectivos grupos control (vehiculo).
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Experimento 2

Se realizd un estudio complementario para conocer la extension de
tejido inactivado por la TTX. Este estudio complemetario se hizo con el
propésito de definir a qué distancia del sitio de inyeccién y en cuanto tiempo, la
difusion de la toxina induce la inactivacion en las células del hipocampo en el

periodo posterior a la inyeccion.

Sujetos

Se emplearon un total de 25 ratas Wistar macho de 250-300 g en las cuales,
mediante cirugia estereotaxica bajo anestesia general con pentobarbital (45
mg/kg, 1.P.) se implantaron bilateralmente canulas de doble pared fabricadas
con agujas de acero inoxidable, calibres 23 y 30 (0.63 mm diametro externo,
0.33 mm diametro interno, respectivamente) de 12 mm de largo para situarlas
en la region dorsal del hipocampo (AP=-4.1 L=+ -2.5, V= -3.1 mm), de acuerdo

con el atlas de Paxinos y Watson (1897).

Diseno

En 5 grupos independientes de ratas con canulas implantadas bilateraimente,
se realizd una prueba inmunohistoquimica contra c-fos en la region
circundantes al sitio de inyeccién en el hipocampo dorsal. La expresion de esta
proteina se revelé 30, 30 minutos y 48 horas después de la aplicacion de la
TTX, que corresponden, en el primer y tercer caso, al periodo de tiempo

transcurrido entre el entrenamiento y las pruebas de retencion.
Tratamientos
Para este estudio, la inyeccién de TTX (10 ng/ul) se realizd unilateralmente,

mientras que en el hipocampo contralateral se inyecté de forma simulténea

solucién salina isotonica (1pl) como control. Ambas inyecciones se realizaron
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con una velocidad de 1 pl/minuto. Para dotar de resoluciéon al ensayo

inmunohistoquimico, se incrementé la expresién basal de c-fos en el giro

dentado del hipocampo mediante la aplicacién de una inyeccién i.p. de 10
mg/Kg de &cido kainico (Herrera & Robertson, 1996; Willoughby et al.,1997).

Diez minutos despues de la inyeccion de &cido kainico, se sacrifico a los

animales con una sobredosis de pentobarbital (180 mg/Kg). De forma similar,

en dos de los cinco grupos independientes, se incrementé la expresion basal

de c-fos en la corteza y los campos CA1, CA3 y giro dentado del hipocampo

mediante la aplicacion de una inyeccion i.p. de pentilenetetrazol (PTZ) en una

dosis de 45 mg/kg (Erdtmann-Vourliotis et al,1998), 50 minutos antes del

sacrificio del animal con sobredosis de pentobarbital.

El disefio de este experimento complementario es el siguiente:

Cirugia | TTX10ng/uL | 20min | Kainico 10 mg/kg Ensayo
HC Dorsal Vs. i.p. Inmunohistoquimico
SSiu | 10 min prev. 30 min
Cirugia | TTX10ng/uL | 30min | Kainico 10 mg/kg Ensayo
HC Dorsal Vs. i.p. Inmunohistoquimico
SS1uL 60 min prev. 90 min
Cirugia | TTX 10 ng/uL | 47 hr 40" | Kainico 10 mg/kg Ensayo
HC Dorsal Vs. i.p. Inmunohistoquimico
SS 1 ul 20 min prev. 48 hr
Cirugia TTX 10 ng/ul | 47 hr10' | PTZ 45 mg/kg i.p. Ensayo
HC Dorsal Vs. 50 min prev. Inmunohistoquimico
L SS 1 ul 48 hr
Cirugia TTX 10 ng/ul 20 min | PTZ 45 mg/kg i.p. Ensayo
HC Dorsal Vs. 10 min prev. Inmunohistoquimico
SS 1L 30 min

Tabla 1. En esta tabla se muestra el disefio para las pruebas de difusiéon de TTX.
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Procedimiento inmunohistoquimico

Para revelar la expresion de c-fos, las ratas fueron profundamente
anestesiadas con una dosis de 180 mg/kg de pentobarbital y perfundidas a
través de la aorta ascendente con solucién salina isoténica a 36°C seguida de
500 ml de paraformaldehido al 4% (pH 9.5, 10°C). Los cerebros fueron
extraidos y post-fijados durante 3 horas en paraformaldehido a 4% (4°C) y
posteriormente en una solucién de 10% de sucrosa en solucién amortiguadora
de fosfatos (PBS) 0.1 molar durante 12 horas (4°C). Los cerebros fueron
posteriormente cortados coronalmente en series de 30 micras de espesor para
ser colectados y almacenados a -20°C en solucion anticongelante (30%
etilenglicol y 20% glicerol en solucion amortiguadora de fosfatos 0.05 molar. La
presencia de c-fos fue revelada utilizando la técnica de complejo avidina-
biotina-peroxidasa para localizar el anticuerpo monoclonal producido en conejo

contra el fragmento sintético N-terminal de la proteina humana Fos (Santa Cruz

Biotechnology).

Las secciones de cerebro fueron lavadas de la solucion anticongelante, e
incubadas por 10 minutos en solucion al 0.01% de perdxido de hidrogeno en
buffer de fosfatos (PBS). Esta reaccién tiene como objetivo reducir la actividad
de la peroxidasa endogena, que de otra forma, produce una reaccién de
revelado inespecifica. Posteriormente, las secciones fueron lavadas dos veces
en PBS e incubadas en solucién al 1% de borohidrato de sodio para reducir los
aldehidos que se acumulan por el proceso de fijacién del cerebro y pueden
interferir con la especificidad del anticuerpo primario. Tras cinco lavados en
PBS, las secciones fueron incubadas durante 48 horas a 4°C en una solucién
de PBS + 0.05% de Tritbn x-100 + 5% suero fetal de cabra + anticuerpo
primario dirigido contra fos en diluciéon 1:5000. El anticuerpo primario fue
detectado con la técnica del complejo avidina-biotina-peroxidasa (Kit ABC
Vectastain Elite de laboratorios Vector). Para hacer esto, se lavan 2 veces las
secciones de la solucién de anticuerpo primario y se incuba en una solucion de
1:500 de antisuero biotinilado contra conejo + 1% de D-glucosa en PBS

durante 24 horas a 4°C. Posteriormente se lava de nuevo 2 veces en PBS y se
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anade la solucién de avidina-peroxidasa del kit ABC de revelado, se incuba
durante 10 minutos, se lava dos veces en PBS y se afiade una solucién de 5%
de diaminobenzidina + 1% de sulfato de niquel + 0.01% de glucosa oxidasa .
Esta solucién produce una reaccion de precipitacion de niquel sobre el
complejo avidina-biotina y revela el sitio donde se encuentra la proteina contra
la que esta dirigido el primer anticuerpo, c-fos en este caso. Esta Ultima
reaccion se hizo a 4°C y se detuvo a los diez minutos de iniciada mediante la
adicion de PBS.

Analisis histologico

Las secciones se enjuagaron abundantemente en PBS y se montaron en
cubreobjetos gelatinados. Se secaron durante 12 horas, se deshidrataron en
soluciones progresivamente mas concentradas de alcohol (50%, 70%, 85%,
96% y 100%), finalmente se aclararon con xilol y se cubrieron con cubreobjetos
y resina Entellan.

Las secciones montadas fueron fotografiadas con una amplificacién de 4x para
obtener una imagen de la difusién de TTX y con una amplificacion de 20x para

corroborar el adecuado marcaje restringido al nucleo de las células.
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Experimento 3

Esta serie experimental fue disefada para cumplir con el tercer objetivo de esta
tesis: conocer si existen cambios en la densidad de las sinapsis en el
hipocampo asociados al entrenamiento por medio de un estimulo aversivo
intenso en comparacion con el entrenamiento normal. Estos cambios se
cuantificaron por medio de la expresion de sinaptofisina en las regiones CA1y
CA3 del hipocampo dorsal. Para ello, se comparé a dos grupos entrenados en
la tarea de evitacién inhibitoria con dos diferentes intensidades de choque,
contra dos grupos sometidos también a una u otra intensidad de choque, pero
que, debido al procedimiento, no modificaron su latencia de retencion a
consecuencia de ese choque; cabe decir, los grupos control reciben el choque

pero no son sometidos al entrenamento de evitacion inhibitoria.

Con este disefio se pretende igualar entre los grupos control y los grupos
experimentales el efecto del choque eléctrico y asi discriminar los efectos
producidos por la modificacion de la conducta. Como puede apreciarse, en este
caso un grupo control que no reciba un choque eléctrico no puede compararse
con los grupos experimentales porque existen al menos dos variables que no
incidirian en él. el efecto del choque y el efecto de la modificacién de la
conducta por el contexto, es decir, el aprendizaje. Si se utilizara un grupo sin
choque como control, no seria posible atribuir a una variable concreta cualquier

cambio observado en los niveles de sinaptofisina.

Sujetos

Se utilizaron 20 ratas macho Wistar, con un peso entre 250 y 300 grs. que
fueron mantenidas en condiciones normales de iluminacion (12h/12h) con libre

acceso a agua y alimento.

Procedimiento

Con el fin de hacer una aproximacion a los cambios que pueden originarse en
el hipocampo a raiz del entrenamiento intenso, a nivel de la densidad de

sinapsis, se realizd el siguiente ensayo inmunohistoquimico contra
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sinaptofisina. Dos horas después de colocar a las ratas en la camara de
evitacién inhibitoria para realizar la prueba de retencion, las ratas fueron
profundamente anestesiadas con una dosis de 180 mg/kg de pentobarbital y
perfundidas a través de la aorta ascendente con solucién salina isotdnica a
36°C seguida de 500 ml de paraformaldehido al 4% (pH 9.5, 10°C). Los
cerebros fueron extraidos y post-fijados durante 3 horas en paraformaldehido a
4% (4°C) y posteriormente en una solucién de 10% de sucrosa en buffer de
fosfatos 0.1 molar durante 12 horas (4°C). Los cerebros fueron posteriormente
cortados coronalmente en series de 30 micras de espesor para ser colectados
y almacenados a -20°C en solucién anticongelante (30% etilenglicol y 20%
glicerol en buffer de fosfatos 0.05 molar. La presencia de sinaptofisina fue
revelada utilizando la técnica de complejo avidina-biotina-peroxidasa para
localizar el anticuerpo monoclonal producido en conejo contra sinaptofisina.

Las secciones de cerebro fueron lavadas de la solucién anticongelante, e
incubadas por 10 minutos en solucién al 0.01% de peréxido de hidrégeno en
buffer de fosfatos (PBS). Este paso tiene como objetivo reducir la actividad de
la peroxidasa enddgena, que de otra forma, produce una reaccion de revelado
inespecifica. Posteriormente fueron lavadas dos veces en PBS e incubadas en
solucion al 1% de borohidrato de sodio para reducir los aldehidos que se
acumulan por el proceso de fijacidn del cerebro y pueden interferir con la
especificidad del anticuerpo primario contra la sinaptofisina. Después de cinco
lavados en PBS, las secciones fueron incubadas durante 48 horas a 4°C en
una solucién de PBS + 0.05% de Tritbn x-100 + 5% albumina bovina +
anticuerpo primario dirigido contra sinaptofisina en dilucion 1:1000. El
anticuerpo primario fue detectado con la técnica del complejo avidina-biotina-
peroxidasa (Kit ABC Vectastain Elite de laboratorios Vector). Para hacer esto,
se lavan 2 veces las secciones de la solucién de anticuerpo primario y se
incuba en una solucién de 1:500 de antisuero biotinilado contra conejo + 1%
de D-glucosa en PBS durante 24 horas a 4°C. Posteriormente se lava de
nuevo 2 veces en PBS y se anade la solucién de avidina-peroxidasa del kit
ABC de revelado, se incuba durante 10 minutos, se lava dos veces en PBS y
se afiade una solucién de 5% de diaminobenzidina + 1% de sulfato de niquel +
0.01% de glucosa oxidasa . Esta solucién produce una reaccion de

precipitacion de niquel sobre el complejo avidina-biotina y revela el sitio donde
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se encuenfra la proteina contra la que esta dirigido el primer anticuerpo,
sinaptofisina en este caso. Esta ultima reaccion debe hacerse a 4°C y debe
detenerse aproximadamente a los diez minutos de iniciada mediante la adicién
de PBS. Las secciones se enjuagan 5 veces mas en PBS y se montan en
cubreobjetos gelatinados. Se dejan secar 12 horas, se deshidratan en
soluciones progresivamente mas concentradas de alcohol (50%, 70%, 85%,
96% y 100%), finalmente se sumergen en xilol y se cubren con cubreobjetos y

barniz Permount.

La captura de imagenes del analisis inmunohistoquimico se realizé con una
amplificacion de 40X en un solo plano focal. Se cuantificé el nimero de puntos
inmunoreactivos a sinaptofisina en el estrato ltcido del campo CA3 con auxilio

del programa de analisis de imagenes [Plab.

Se eligio el campo CA3 porque en esa region se localizan botones sinapticos
aglomerados cuya disposicién permite verlos individualmente. Adicionalmente,
es ahi donde se reportd un incremento sustancial del area de fibras musgosas
asociado al aprendizaje del laberinto acuatico, (Ramirez-Amaya et al,1999;
Ramirez-Amaya et al, 2001) que se considera, al igual que la tarea de

evitacion inhibitoria, una tarea dependiente del hipocampo.
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Diseno
El disefio de este experimento fue el siguiente:

Control  [Choque 1 mA| Camarade | “Retencion Ensayo
(sin antrenamienta) (5 seq) evitacion 48 hr’ Inmunohistoquimico
inhibitoria o
entrenamiento | Camarade | Choque 1 mA | Retencién Ensayo
evitacion (5 seg) 48 hr Inmunohistoquimico
inhibitoria
Control Choque 0.8 Camara de ‘Retencion Ensayo
tnin-antrenamisnio) mA evitacion 48 hr’ Inmunohistoquimico
(5 seg) inhibitoria
entrenamiento | Camara de Choque 0.8 Retencién Ensayo
evitacion mA 48 hr Inmunohistoquimico
inhibitoria (6 seg)

Tabla 2. En esta tabla se muestra el disefio para los experimentos de cuantificacion de la
expresion de sinaptofisina asociada al entrenamiento con dos niveles de choque
eléctrico

Estadistica

Las latencias de retencion fueron analizadas con la prueba t de Student para
grupos independientes. Se compararon los grupos que recibieron choques
eléctricos de la misma intensidad fuera o dentro de la camara de evitacién
inhibitoria. Se eligié esta prueba porque, a diferencia de los datos generados en

el experimento 1, las latencias de retencién poseen una distribucion normal.

Para el andlisis de la intensidad de la reaccion de revelado contra sinaptofisina
en CA1, se utilizd un andlisis de varianza de un factor para grupos
independientes.

Para el analisis del nimero de puntos inmunoreactivos a sinaptofisina en CA3,
también se utilizé el analisis de varianza de un factor para grupos

independientes.
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RESULTADOS

Experimento 1

El analisis histoldgico reveld que las puntas de las canulas estuvieron alojadas
en la region dorsal del hipocampo, a nivel del campo CA1 y de la hoja superior

del giro dentado, como se muestra en la Figura 4.

Figura 4. Fotomicrografia que muestra el tracto dejado por la canula y por el inyector, en la
zona de CA1 y Giro dentado.

En todos los grupos se registré la latencia de adquisicién (el tiempo que tarda
la rata en pasar del compartimiento iluminado al compartimiento oscuro, una
vez que se abre la puerta durante la sesién de entrenamiento) y la latencia de
escape (el tiempo que tarda la rata en regresar al compartimiento iluminado
cinco segundos después de que se aplica el choque, también durante la sesion
de entrenamiento). Estos datos no estan ilustrados en esta tesis. El objetivo de
este registro fue controlar la homogeneidad entre los grupos con respecto a la
sensibilidad al choque y a su actividad motora, misma que podria variar la por
implantacién de las canulas o alguna otra causa. No se encontraron diferencias
entre los grupos en estas dos medidas, con lo que puede asumirse que todos
los grupos poseen sensibilidad y capacidad motora similares al inicio de la

sesion de entrenamiento.
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Tanto las ratas que se entrenaron con 0.8 mA como las que se entrenaron con
1 mA y que fueron inyectadas 5 minutos después con TTX, mostraron una
retencion sin alteraciones significativas cuando ésta se midié 30 minutos

después del entrenamiento. (Figura 5)

Retencién 30 min

200 A ‘

150 - ‘

Segundos (mediana)
a o
© o

o
L

0.8 mA 1.0 mA

Osalino ATTX

Figura 5. En esta gréfica se muestra la latencia de retencion, 30 minutos después del
entrenamiento, de 4 grupos de ratas en las que se aplicé un choque de 0.8 mA o de
1 mA y a las cuales se les inyecté 5 mintos después del entrenamiento solucién
salina (barras blancas) o TTX (barras grises). No existen diferencias significativas
entre ninguno de los grupos.

39



L]

El grupo que fue entrenado con un choque eléctrico de 0.8 mA e inyectado con
TTX, present6é un déficit significativo en la retencién (p<0.05) comparado con el
grupo control cuando ésta fue medida 48 horas después del entrenamiento. Sin
embargo, cuando los animales fueron entrenados con un choque eléctrico de 1

mA, la inyeccion de TTX no produjo deterioro en la retencion (Figura 6).
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Figura 6. Mediana de los valores de la retencién y rango intercuartilar de los grupos
entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria. Las ratas fueron inyectadas con vehiculo (VEH,
barras blancas) o 10 ng de TTX (barras grises) ya sea en la corteza parietal (CX) o en el
hipocampo dorsal (HC). La inyeccion de TTX en el hipocampo produjo amnesia en el grupo
entrenado con 0.8 mA, sin embargo, la inyeccién de TTX no tuvo efectos sobre la retenciéon
cuando fue administrada en el hipocampo a las ratas del grupo entrenado con 1.0 mA oen la
corteza parietal a las ratas del grupo entrenado con 0.8 mA. *, p < 0.02 vs HC-VEH.
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Experimento 2

El estudio realizado para analizar la accién de la TTX en el hipocampo, mostré
que con la dosis y el volumen empleados, el giro dentado del hipocampo dorsal
se encuentra inactivo tanto a los 30 como a los 90 minutos después de la

inyeccion, y ha recuperado su actividad 48 horas mas tarde (Figura 7).

Figura 7. En cada animal, la TTX fue inyectada en el hipocampo izquierdo mientras en
el hipocampo contralateral fue inyectada solucion salina. La TTX suprime la expresion
de c-fos inducida por el acido kainico a 30 (A) y 90 (B) minutos después de la
inyeccion. Puede observarse una recuperacion total 48 h después de la inyeccion
(C) Los dos recuadros superiores son amplificaciones (200x) del giro dentado de cada
hemisferio (imagen A) que muestran la intensidad de la expresion de c-fos. Las
imagenes A, B y C tienen una amplificacion 20x. (Adaptado de Quiroz ef al., 2003)
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La estimulacion de c-fos inducida por PTZ mostré una inhibicion de la
expresion de la proteina en la corteza en el hemisferio que recibid la toxina,

hecho que sugiere que la TTX inactiva parcialmente la corteza cerebral.

Figura 8. Imagen que muestra la expresién de c-fos 80 minutos después de la
inyeccién de TTX y vehiculo en el hemisferio derecho e izquierdo, respectivamente. En
esta preparacion, la expresion de c-fos fue estimulada con PTZ (50 mg/Kg, i.p.) 50
minutos antes del sacrificio de los animales.
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Experimento 3

En este experimento el objetivo fue comparar la expresion de una proteina
asociada a las sinapsis, la sinaptofisina, entre un grupo de ratas entrenadas
con un choque lo suficientemente intenso como para producir aprendizaje,
entendido como un cambio a largo plazo en la latencia de retencién, (pero que
mostrd ser sensible a la inactivacién del hipocampo); y otro grupo de ratas
entrenadas con un choque capaz de lograr que la consolidacién de este

aprendizaje se realice aun sin la participacion del hipecampo.

Una vez establecido que la inactivacion del hipocampo dorsal no impide la
consolidacion bajo el entrenamiento con un choque intenso, se llevé a cabo el

analisis de la expresion de sinaptofisina en la regiéon CA3 del hipocampo dorsal.

Retencién a las 48 h de ratas en las que se midio sinaptofisina
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Figura 9. En esta grafica se muestra la media de la latencia de retencion en la camara de
evitacion inhibitoria de ratas que recibieron un choque en una camara distinta a la de prueba
(grupos Choque) y ratas que recibieron el chogue en la misma camara de prueba (grupos
Entrenada). * p<0.05; **p<0.02.
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El analisis de los resultados conductuales mostrd, como era previsto, que al
igual que en el Experimento 1, el grupo que fue entrenado con el estimulo
aversivo de mayor intensidad tuvo mejor retencién de la tarea, seguido por el
entrenado con la intensidad baja de choque eléctrico; en contraste, los
animales controles que recibieron el choque de 0.8 o el choque de 1.0 mA,
pero que no fueron entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria, no mostraron

signos de retencién, tal como se muestra en la Figura 9.

El objetivo principal de este experimento fue explorar qué sucede en el
hipocampo para que deje de ser una estructura profundamente involucrada en
la consolidacion de esta tarea y se convierta en una estructura prescindible en
este proceso. Se utilizd como aproximacién la expresion de proteinas
asociadas a las sinapsis porque constituye un indicador estrechamente
relacionado con los procesos plasticos que se asocian a la formacién de la
memoria. La expresion de sinaptofisina fue cuantificada tanto por la intensidad
de la reaccion en CA1, como por el nimero de puntos inmunoreactivos en la
regién CA3 en los planos situados entre bregma -2.5 y bregma -4.5 en el plano

anteroposterior (Figura 10).
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Figura 10. Esquema de un corte longitudinal del cerebro de rata, en el que se
representa la zona en la que se cuantifico la expresion de sinaptofisina, indicado
con una franja roja entre bregma —2.5 y bregma —4.5 (Adaptado de Paxinos y
Watson, 1997).
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La Figura 11 ilustra la zona de analisis.

Figura 11. Fotografia donde se muestran, sefialadas por rectangulos, las zonas de
analisis en CA1y CA3.

El resultado del analisis mostré que, en el hipocampo dorsal, la intensidad de la
reaccion que revela la presencia de sinaptofisina en CA1 es equivalente entre

todos los grupos. Los datos de este andlisis se resumen en la tabla 3.

0.8 mA solo 0.8 mA 1 mA solo 1mA

choque Entrenada choque Entrenada
Promedio 118.25 106.38 132.40 125.62
Desviacion (+/-) 9.930 11.178 11.333 10.598

Tabla 3. Aqui se resumen las medias de los valores de cada grupo cuantificadas como
saturacion de gris en CA1 y sus respectivas desviaciones. No se observaron
diferencias significativas entre los grupos.
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En el campo CA3, el nimero de puntos inmunoreactivos a sinaptofisina fue

significativamente menor en el grupo control que recibié un choque de 0.8 mA

fuera de la camara de evitacion inhibitoria al compararlo contra los otros tres

grupos. No se encontraron diferencias entre los grupos control y experimental

de las ratas que recibieron un choque de 1 mA.

1 0.8 mAsolo | 0.8mA 1 mA solo 1 mA
L. choque (*) | Entrenada choque Entrenada

Promedio 1045 | 1253 1318 1280

Desviacion (+/-) 45.477 47.584 50.474 58.845

Tabla 4. En esta tabla se resumen las medias del numero de puntos inmunoreactivos a
sinaptofisina en el a&rea CA3 del hipocampo de cada uno de los 4 grupos. El grupo 0.8
mA solo choque, sefnalado con *, tiene una media significativamente menor que el

resto de los grupos.
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Las siguientes imagenes, en la Figura 12, son ejemplos representativos de la
inmunoreactividad a la sinaptofisina en los 4 grupos experimentales.

e R
Figura 12. Microfotografias que muestran imagenes representativas de Ia
inmunoreactividad a sinaptofisina en el area CA3 del hipocampo dorsal en ratas
pertenecientes a cada uno de los cuatro diferentes grupos experimentales. Las
imagenes tienen una amplificacion de 40X. El panel superior muestra los puntos
reactivos a sinaptofisina de ratas que recibieron un choque fuera del contexto de la
tarea de evitacion inhibitoria. El panel inferior muestra los puntos reactivos de ratas
que fueron entrenadas en la tarea, ya sea con un choque de 0.8 o de 1 mA. Se puede
observar un menor nimero de puntos reactivos en la imagen que corresponde a una
rata que recibi6 el choque fuera de la camara de evitaciéon inhibitoria (arriba,
izquierda). No se encontraron diferencias entre los otros tres grupos.
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Sinaptofisina en CA3

1600 A
1400 -
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1000 -
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0.8 mA sélo 0.8 mA 1 mA solo 1 mA
choque Entrenada choque Entrenada

Figura 13.  Cuantificacion de puntos reactivos a sinaptofisina en la region CA3 del
hipocampo dorsal. En el grupo de ratas entrenadas con 0.8 mA se encontré una mayor
cantidad de puntos reactivos en esta area al compararia con el grupo de ratas que recibieron
un choque de fa misma intensidad, pero que no fueron entrenadas en la tarea. (0.8 mA solo
choque). *, p< 0.05.

El analisis cuantitativo puso en evidencia que, tal como se muestra en la figura
13, en las ratas que recibieron el choque eléctrico de 0.8 mA y que modificaron
su latencia de retencién a raiz de ese choque, se observé un mayor numero de
puntos inmunoreactivos a sinaptofisina comparadas con aquellas que
recibieron el choque, pero no adquirieron la tarea. Estos resultados se
interpretan como una mayor densidad de sinapsis en el campo CA3 en el grupo
entrenado y por lo tanto como un cambio directamente asociado al aprendizaje
de la tarea. Por el contrario, en el grupo entrenado con 1 mA, no se observé
una diferencia con respecto al grupo sometido al choque, pero que no aprendio
la tarea. Es este caso no existe un cambio en la densidad de las sinapsis
asociado al aprendizaje. Por otra parte, en las ratas sometidas al choque de 1
mA se observé un incremento en los puntos reactivos a sinaptofisina con

respecto a las ratas sometidas a un choque de 0.8 mA. Este resultado muestra
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que el solo incremento en la intensidad del choque eléctrico produce un
incremento en la densidad de las sinapsis, pero este incremento no esta
asociado al aprendizaje de Ia tarea de evitacion inhibitoria. Es posible que este
incremento se encuentre asociado al aprendizaje del contexto entre la camara
donde se recibid el choque y el choque mismo. Este aprendizaje podria ser
mas robusto en el caso de los animales sometidos al choque de 1 mA y esta
cualidad se ve reflejada en el aumento de puntos reactivos a sinaptofisina. Sin
embargo, este experimento tiene otro objetivo y por lo tanto, no puede
mostrarse Unicamente con estos datos si el incremento de la densidad de las
sinapsis en los grupos control esta o no asociada a la formacion de la memoria.
Lo que si puede afirmarse, es que en los grupos control, el incremento de

sinaptofisina esta asociado al incremento en la intensidad del choque eléctrico.
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Figura 14. En esta gréfica se muestra la intensidad de la reaccién que revela la presencia
de sinaptofisina en el area CA1 del hipocampo, cuantificada como intensidad de color en
grupos de ratas entrenadas con 0.8 6 1 mA (Entrenada), o que recibieron un choque
eléctrico en una camara diferente a la de la prueba de evitacién inhibitoria (Sélo choque).
No existen diferencias significativas entre los grupos.

El analisis de los datos en CA1 no mostré diferencias entre ninguno de los
grupos, a pesar de que esta regioén del hipocampo, de acuerdo con la literatura,
es sefalada como un lugar donde los cambios sinapticos asociados a la
formacion de la memoria son muy probables. Es posible que en este caso
concreto, la resolucion que permite esta preparacién sea un limite para
observar cambios en esta regién del hipocampo. Cabe recordar que la
cuantificacién como saturaciéon de color en esta regidon se hizo porque con la
resolucién del microscopio optico no es posible observar individualmente el

marcaje de las sinapsis.
La ofra interpretacion de estos resultados, es que no ocurren cambios

significativos en la densidad de las sinapsis en esta regiéon asociados a la

formacién de la memoria en esta tarea, lo que no descarta que la modulacion
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de estas sinapsis ocurra en un nivel mas sutil que el que puede ser revelado

con la cuantificacién de los niveles de sinaptofisina.
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DISCUSION

Alto choque e inactivacion del hipocampo

Los resultados muestran que cuando el hipocampo dorsal es inactivado con
TTX durante el periodo inmediato posterior al entrenamiento con un choque de
0.8 mA, se observa un cuadro amnésico en la prueba de retencion realizada 48
horas después. Durante la prueba de retencion 48 horas después del
entrenamiento, la toxina ya no ejerce efecto sobre el hipocampo (segun
demuestran los ensayos inmunchistoquimicos), por lo tanto, el cuadro
amnésico puede explicarse por un bloqueo en el proceso de consolidacién en
el hipocampo. Es posible descartar la explicacion de que el cuadro amnésico
observado se debe a una interferencia en el proceso de evocacion, porque en
el momento en el que se realiza la prueba de retencion, la toxina ya no produce
efectos inhibitorios detectables. El tiempo de inactivacion y recuperacion
después de la administracion de TTX se corrobora con el experimento donde

se observa la expresion inducida de c-fos.

Estos resultados son totalmente congruentes con reportes previos (eg.
Lorenzini et al, 1996, 1997) y muestran nuevamente la participacion del
hipocampo para la consolidacién de esta tarea. Sin embargo, debe resaltarse
que este cuadro amnésico aparece cuando la intensidad del choque de
entrenamiento es de 0.8 mA. Cuando esta intensidad de choque se incrementa
a 1 mA, el bloqueo de la actividad del hipocampo dorsal no impide la

consolidacion y la posterior evocacion de |a tarea.

52



*

Retencion medida 30 minutos después del entrenamiento

El resultado de los experimentos en los que la prueba de retencién se realiza
30 minutos después del entrenamiento, muestra que aun cuando el hipocampo
dorsal se encuentra inactivo, la latencia de retencion es similar a los controles,
es decir, no hay pérdida significativa de la memoria. Este hecho sefala que el
hipocampo dorsal no participa en la evocacién de esta tarea a corto plazo bajo
ninguna de las dos condiciones de entrenamiento. Resultados similares fueron
reportados por Martinez ef al. (2002) después de haber producido una lesion
irreversible con acido kainico, tanto en el hipocampo dorsal como en el ventral.
Los datos también indican que con ambos niveles de intensidad del choque,

0.8y 1 mA, la tarea puede ser adquirida y evocada.

Los resultados de la retencién medida 30 minutos después del entrenamiento,
son coherentes con la mayoria de las descripciones del papel del hipocampo
en la adquisicion y evocacion del aprendizaje en el corto plazo. Estos datos
poseen concordancia con los reporte hechos en este mismo laboratorio, con
respecto al cambio en el papel funcional de estructuras implicadas en la
consolidacion de la memoria en dependencia de la intensidad del
entrenamiento en tareas aversivas (Solana-Figueroa et al.,, 2002; Cobos-
Zapiain ef al,, 1996; Ortega et al., 1996, Diaz del Guante et al., 1990; Duran-
Arévalo et al., 1990; Cruz-Morales et al, 1992; Perez-Ruiz y Prado-Alcalg,
1989; Giordano y Prado-Alcala, 1986). De forma parecida, otros estudios
semejantes sobre la participacion del hipocampo en la tarea de evitacion
inhibitoria arrojan resultados totalmente compatibles (Lorenzini et al., 1996;
Izquierdo y Medina, 1997; Stubley-Weatherly et al.,1996.

Los conceptos clasicos de la memoria sefialan la independencia del hipocampo
con respecto al mantenimiento y la evocacién de la memoria de corto plazo, y a
ese respecto, los datos obtenidos en los experimentos de esta tesis en los que
se mididé la memoria 30 minutos despuées del entrenamiento son congruentes

con las nociones existentes.
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Existe, sin embargo, una inconsistencia con algunos resultados existentes en la
literatura al comparar los resultados de la memoria de corto plazo medida a los
treinta minutos del entrenamiento con los trabajos revisados por lzquierdo y sus
colaboradores, con respecto a la separacién parcial del proceso de
consolidacion desde la memoria de corto plazo a la memoria de largo plazo
(Izquierdo et al.,1998). En la revision citada, la administraciéon en el hipocampo
del agonista de los receptores 5-HT1a, DPAT, del antagonista a los receptores
AMPA de glutamato, CNQX, y del agonista de los receptores a GABAa,
muscimol, después del entrenamiento, inhiben la expresion de la memoria de
corto plazo medida como latencia de retencion 90 minutos después del
entrenamiento. En cambio, midiendo la latencia de retencion 120 minutos, 4

horas y 24 horas después, ésta es equivalente a la de los grupos control.

La administracién de TTX bloguea la actividad de las células del hipocampo,
incluyendo, al menos en principio, la actividad inducida por la activacién de los
receptores 5-HT1a, blanco del DPAT, y la actividad producida por la activacion
de los receptores metabotrdpicos a glutamato, blanco del CNQX. Por lo tanto,
serfa de esperar una deficiencia en la retencidon medida a los 30 minutos,

cuando la actividad del hipocampo ha sido suprimida por accion de la TTX.

Sin embargo, en el trabajo experimental de esta tesis, no se observa
deficiencia en la retencién de la memoria medida 30 minutos después del
entrenamiento. Ni adn en los grupos entrenados con un choque moderado cuya

retencién de largo plazo, a las 48 horas, es abolida por el tratamiento de TTX.

Existen varios argumentos para explicar las diferencias entre los resultados de
ambos experimentos: el primero guarda relacion con el periodo de tiempo
transcurrido entre el entrenamiento y la prueba de retencién, de 30 minutos en
el caso de los experimentos reportados aqui y de 90 minutos para los trabajos
de lzquierdo y sus colaboradores. En ambos casos se asume que se esta
midiendo la memoria de corto plazo, misma que no es dependiente de la
sintesis de proteinas y si de cambios en las proteinas preexistentes. Esta
diferencia de tiempo entre ambas pruebas de retencion puede explicar porqué

si se observa una retenciéon eficiente en el caso de los animales cuyo
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hipocampo esta inactivo y son probados treinta minutos después del

entrenamiento.

Esta hipotesis puede probarse midiendo la retencion 90 minutos después del
entrenamiento a sujetos en los que se ha inactivado con TTX el hipocampo
después del entrenamiento o, en su caso, probando la retencién de ratas
inyectadas inmediatamente después del entrenamiento con DPAT, CNQX o

musimol, treinta minutos después del entrenamiento.

El mismo izquierdo reporta los resultados de la infusién de algunos farmacos
en la region CA3 del hipocampo justo antes del entrenamiento, realizando la
prueba de retencidon inmediatamente después del entrenamiento. Los datos
demuestran que agonistas de los receptores GABAa producen un deterioro
significativo en la evocacion de la tarea. Sin embargo, el administrar algunos de
estos farmacos antes del entrenamiento hace dificil distinguir si el deterioro en
la retencién medido menos de 10 minutos después del aprendizaje puede
atribuirse a una deficiencia en la evocacién o a que, bajo los efectos de los

farmacos, la tarea no fue adquirida.

Estos resultados no son coherentes con los resultados obtenidos en el
presente estudio al medir la retencién 30 minutos después del entrenamiento.
De acuerdo con los resultados de lzquierdo y colaboradores, el agonista de los
receptores GABA, musimol, que actia en la misma direccion que la TTX
inhibiendo la actividad de las células, produce un deterioro en la retencién de la
tarea cuando esta retenciéon es medida dentro del primer minuto después del
entrenamiento. Este deterioro se observa también cuando la retencion es

medida 90 minutos después del entrenamiento.

Es mas probable que se encuentre que a los treinta minutos estas ratas con
tratamientos que sugieren la disociacién entre el mantenimiento de la memoria
de corto plazo y la memoria de largo plazo, tengan una retencion eficiente. De
hecho, segun los estudios citados, se eligié hacer esta prueba a los 90 minutos
(y no antes) porque se asume que la memoria que puede ser medida

inmediatamente después del entrenamiento depende mas de fendémenos
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descritos por el modelo de reverberacién de circuitos que de la modificacion
covalente de proteinas existentes.

Otra de las explicaciones posibles para la disparidad de resultados en el caso
del musimol, es que aunque actia en la misma direcciéon que la TTX,
promoviendo la inhibicién de las células nerviosas, lo hace a través de la
activacion de receptores a GABA, mientras la TTX actua funcionalmente como
bloqueador de los canales de Na’, En cada caso se encuentra implicado un

mecanismo diferente de inactivacion.

El caso mas interesante resulta del andlisis de los resultados obtenidos aqui al
medir la retencién a corto plazo y los resultados reportados cuando se
administra el agonista de los receptores 5HT1a, DPAT, en el hipocampo. La
poblacion de células inmunopositivas al receptor 5-HT1a es escasa en la region
CA1 del hipocampo dorsal. Existe una concentracién importante de las células
del hipocampo que poseen este receptor en la region CA3. (Figura 15).

Figura 15. Distribuciéon de las células que poseen el receptor 5-HT1a en el hipocampo dorsal.
En el campo CA3 se observan células marcadas por inmunohistoquimica con el anticuerpo
contra los receptores 5-HT1a (flecha negra), ampliadas en el recuadro a la derecha. En el
campo CA1 (flecha blanca) se aprecian menos células marcadas.

o6



Los estudios de difusion de la TTX muestran que, treinta minutos después de
inyectarla, se encuentra inactiva la region CA1 mientras permanece con cierta
actividad la region CA3. Noventa minutos después de inyectar TTX, la regién
CA3 pierde también su actividad. Esta diferencia entre la difusion de la TTX a
los 30 minutos (cuando aun no alcanza la region CA3 del hipocampo dorsal) y
la difusion 90 minutos después de ser inyectada (cuando las células del campo
CA3 se encuentran ya inactivas), puede ser la razon de la diferencia de
resultados observada entre los reportes de Izquierdo midiendo retencion a los
90 minutos y hallando amnesia, y los resultados reportados aqui, donde a los
30 minutos del entrenamiento, la inactivacion del hipocampo con TTX no

produce un cuadro amnésico.

Los ensayos inmunohistoquimicos revelan que la TTX mantiene inactivo al
hipocampo durante la prueba de retenciéon, 30 minutos después del
entrenamiento. De igual forma, revelan que su efecto se mantiene al menos 90
minutos tras su aplicacién y que 48 horas después su efecto ha cesado

completamente.

Los ensayos en los que se utilizdé PTZ como estimulador de la expresion de c-
fos, sugieren que la inactivacién producida por la inyeccion de TTX no se limita
al hipocampo sino que, bajo nuestras condiciones experimentales, en algunos
sujetos puede extenderse a la corteza parietal. Para descartar la posibilidad de
que la inactivacion en la corteza producida por la TTX sea la responsable del
deterioro en la consolidacion al entrenar a los animales con 0.8 mA, se afadid
un grupo control en el cual, 5 minutos después del entrenamiento, se realizé la
inyeccién de 10 ng/ul de TTX directamente en la corteza parietal. Los
resultados conductuales mostraron que la infusién de TTX en la corteza

después del entrenamiento no impide la consolidacién de la tarea (figura 6).
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Cambios en la expresion de sinaptofisina

La cuantificacion de los niveles de sinaptofisina de cada grupo experimental es
una tentativa para discernir cual es la naturaleza de los cambios que ocurren
en el hipocampo y que le permiten transformarse de una estructura crucial para
la consolidacion de esta tarea, en una estructura prescindible. Para cada uno
de los dos grupos experimentales, el grupo control consistié en ratas a las que
se aplicd un choque eléctrico de la misma intensidad fuera de la camara de
condicionamiento, y que a consecuencia de ese choque no modificaron su
latencia de retencion en la prueba conductual en la que esa retencion se midio;

es decir, no aprendieron la tarea de evitacién inhibitoria.

La aplicacion de un choque eléctrico por si sélo, fuera del contexto de una
prueba conductual, produce cambios en la expresion de proteinas (Imaki et
al.,1993; Rassnick et al., 1998; Passerin et al,, 2000). Ademas de los efectos
previsibles sobre la liberacién de epinefrina y hormonas corticoides, muy
probablemente los sujetos sometidos a este tipo de protocolos experimentales
crean una asociacion entre el lugar donde se aplican los choques y el choque
mismo, tal como ocurre cuando se condiciona contextualmente el miedo en las
ratas. Sin embargo, en el presente experimento las consecuencias de esta
probable asociacion en el comportamiento no se miden. Lo que se mide es la
latencia de retencion cuando las ratas son expuestas de nuevo al ambiente
donde recibieron el choque y pueden modificar su conducta para evitarlo. Los
grupos control, bajo este disefio, reciben igualmente el choque, pero no
modifican su comportamiento a raiz de esta experiencia porque no vuelven a

exponerse al ambiente en el que lo recibieron.

Una hipétesis acerca de porqué la consolidacion puede llevarse adelante sin la
participacion del hipocampo bajo condiciones de entrenamiento intenso, es que
este proceso es llevado a cabo por alguna otra estructura, tal como la
amigdala, o la corteza. Se ha demostrado una importante participacién de la
amigdala en las tareas condicionadas aversivamente. McGaugh (1996, 2002)

resefia que la presencia de estimulos aversivos intensos promueve Ia
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participacién de la amigdala en el proceso de consolidaciéon. A su vez, la
amigdala modula la participacién de otras regiones adicionales en el cerebro
para que la consolidacion se lleve a cabo. La activacion de receptores B-
adrenérgicos y receptores a glucocorticoides en la amigdala después del
entrenamiento incrementan la retencién. Sin embargo, la memoria ya

consolidada puede evocarse aun sin la participacion de la amigdala.

De hecho, se propone un modelo de diferentes pesos del papel funcional del
hipocampo y la amigdala que cambia en funcion de la intensidad del estimulo
aversivo o, vale decir, de la relevancia del evento de aprendizaje para el
organismo. En este esquema de importancia relativa en dependencia de la
intensidad del estimulo, el hipocampo participa preferentemente cuando esta
intensidad es relativamente baja, mientras la amigdala no se involucra en este
nivel de estimulacion. Por el contrario, cuando la intensidad del estimulo
aversivo presente en el evento de aprendizaje se incrementa, la amigdala
participa activamente, restando preponderancia a la participacion del
hipocampo. Numerosos estudios experimentales ofrecen datos que sustentan

este modelo.

El incremento en la expresion de sinaptofisina asociado al aprendizaje bajo
este disefo experimental, es por si sélo un hallazgo interesante. Los modelos
més aceptados sobre la presencia de cambios estructurales en el sistema
nervioso asociados al aprendizaje sugieren que estos cambios ocurren en las
sinapsis. Sin embargo, aun cuando estos modelos proponen que fales
modificaciones son uno de los requisitos fundamentales del establecimiento de
la memoria, las pruebas directas de éstas no son especialmente abundantes en

la literatura.

Moser (1994) reporté un incremento en la densidad sindptica del campo CA1
en ratas adultas, asociado al entrenamiento en tareas espaciales. Sin embargo,
las diferencias no fueron medidas en grupos entrenados y no entrenados, sino
en grupos expuestos a ambientes enriquecidos que aprendian mas
eficientemente la tarea. Moser midié la morfologia general de las terminales,

pero no proteinas especificas asociadas a las sinapsis. Sus resultados ilustran
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que el incremento ocurre en los botones sinapticos, mientras la longitud de las

terminales no varia.

Rusakov et al. (1997) no encontraron cambios morfolégicos asociados al
entrenamiento en la tarea de laberinto acuatico después de un exhaustivo
analisis ultraestructural de las sinapsis de CA1 y del giro dentado del
hipocampo. La unica diferencia entre animales entrenados y no entrenados
hallada en el estudio de Rusakov fue una mayor frecuencia de terminales

sinapticas proximas en CA1.

Otras aproximaciones han tenido resultados mas acordes con su fundamento
tedrico. Ramirez-Amaya y sus colaboradores (1999, 2001) encontraron un
incremento en el area reactiva a la tincién de Timm en la regién CA3 del
hipocampo dorsal asociado al entrenamiento en la tarea de laberinto acuatico
de Morris. Asociado a la consolidacién de la memoria en la misma tarea,
O'Malley et al. (2000) encontraron un incremento en la densidad de espinas
dendriticas en el giro dentado del hipocampo. Dos afos antes, O'Malley et al.
(1988) habian reportado cambios ultraestructurales asociados a la tarea de

evitacion inhibitoria en el giro dentado del hipocampo.

En una continuacion del trabajo de Rusakov, Eyre et al., 2003, mostraron que
si existe un incremento en la cantidad de sinapsis en el giro dentado del
hipocampo asociado al entrenamiento en la tarea del laberinto acuatico, pero
este incremento es solo temporal y se observa a las 9 horas después del ultimo
ensayo en la tarea. En contraste, este incremento no pudo ser observado ni 3
ni 24 horas después de la ultima sesidén de entrenamiento.

Este punto en el tiempo durante el cual pueden observarse los cambios en la
densidad de las sinapsis posee una interesante similitud con el periodo de
tiempo reportado por el grupo de Izquierdo y Medina (1997), durante el cual la
consolidacién de la memoria es sensible a la interferencia con la cascada de
sefnales de la MAPK (Waliz et al., 2000), a la interrupcion de la produccion de
ARNm (lgaz et al, 2002) o al bloqueo de la sintesis de proteinas con

anisomicina (Quevedo et al., 1999).
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Otro de los fendmenos que se presentan en el aprendizaje asociado a
estimulos aversivos intensos en las ratas es la liberacion de hormonas

corticoides y adrenalina por las glandulas suprarrenales.

El estrés producido por chogues eléctricos repetidos durante 15 minutos
produce una acumulacién del marcador de actividad neuronal c-fos en el
hipocampo, ademas de otras areas relacionadas intimamente con la respuesta
del organismo al estrés. Estas areas coinciden en su mayor parte con la
expresion de c-fos inducida después de inyectar en los ventriculos el factor
liberador de corticotropina para simular la respuesta neuroendocrina a esta

condicion (Imaki et al.,1893).

La accion de estas hormonas cambia notablemente la forma en que se produce
la consolidacion y evocaciéon (Cordero et al., 2002). A su vez, tanto la
consolidacién como la evocacién se encuentran moduladas principalmente por
la activacion de receptores a,-adrenérgicos, B-adrenérgicos y receptores a
glucocorticoides en la amigdala (Roozendaal et al.,, 2002). Se ha demostrado
ampliamente que la presencia de estas hormonas facilita la formacion de la
memoria (Sandi, 1998; Cordero y Sandi, 1998; Cordero et al.,1998). Por el
contrario, la supresion adrenocortical elimina esta facilitacion (Liu et al., 1998, ).
Singularmente, en algunos casos el estrés que facilita la formacién de Ia
memoria produce una disminucion de las sinapsis en CA3, mientras el cambio
en el comportamiento persiste (Sandi et al, 2003). Se ha probado que la
estimulacion de Ia expresion en el hipocampo de un gen denominado serum-
and glucocorticoid-inducible kinase (skg), que es activado precisamente por la
presencia de glucocorticoides, favorece la consolidacion de la memoria en la

tarea de laberinto acuatico de Morris (Tsai et al., 2002).

La aplicacién de un choque eléctrico como el que se utilizé en los experimentos
descritos en esta tesis, constituye un estimulo lo suficientemente intenso para
que la cantidad de hormonas asociadas al estrés se incremente en forma
importante y active receptores que pueden constituir algunas de las vias
alternas a las que involucran al hipocampo, a través de las cuales el proceso

de consolidacién se lleva finalmente a cabo. Es posible que, como este tipo de
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senales viaja por la corriente sanguinea y ésta a su vez irriga todo el cerebro,
estas hormonas y mensajeros quimicos representen las conexiones paralelas
gue intervienen en la consolidacidon de la memoria bajo condiciones de alto
reforzamiento. Se ha mostrado que la accién de estas hormonas y de la
epinefrina sobre la formacion de la memoria se encuentra mediada
principalmente por la amigdala; la administracion de antagonistas de los
receptores adrenérgicos en esta estructura, bloquea la facilitacién de la
memoria producida por la activacion de receptores a glucocorticoides con
dexametasona (Quirarte ef al., 1997). Otro estudio muestra que a lesién de la
amigdala deteriora la adquisicién de la conducta asociada al condicionamiento
contextual, y este deterioro no puede ser superado por un protocolo de

reforzamiento intensivo (Maren, 1998).

Estos datos, sumados a los resultados descritos aqui, sugieren que el efecto
del alto choque eléctrico sobre la consolidacion de la memoria puede ser
mediado por la activacion simultanea de receptores glucocorticoides y B-
adrenérgicos en la amigdala basolateral. Los procesos desencadenados por la
activacion de estos receptores en la amigdala, pueden ser los que permiten la
consolidacién de la memoria aun en ausencia de la actividad del hipocampo
dorsal. Esta es precisamente una de las lineas de trabajo que en este momento
se exploran en el laboratorio. No obstante, es importante acotar que esta
explicacion de los mecanismos que operan en el efecto del alto reforzamiento

se restringe a los aprendizajes motivados por estimulos aversivos.

Los datos arrojados por un estudio donde se observa el efecto del alto
reforzamiento en tareas apetitivas, sugieren la posibilidad de que el proceso de
consolidacion se acelere (Diaz del Guante et al.,, 1993). En este contexto, otra
hipétesis acerca de cémo se consolida esta tarea sin la participacion del
hipocampo en condiciones de alto reforzamiento, consiste en que con el
choque intenso, el papel del hipocampo en Ia consolidacién puede acelerarse
hasta el punto de que en pocos minutos cumpla con su papel crucial en este
proceso, de forma que cuando la toxina inactiva las células en el hipocampo, la
estructura ya ha dejado de constituir un punto sensible en la fase de la
consolidacién. Esta hipdtesis puede probarse experimentalmente inyectando el
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inactivador antes de la sesion de entrenamiento con un choque intenso; de esta
forma no hay oportunidad de que los procesos que ocurren en el interior de la
estructura se lleven a cabo. Los resultados preliminares de este experimento,
realizados por Garin-Aguilar ef al.,, (2003), muestran gque la administracion de
TTX en el hipocampo, previa al entrenamiento con un choque intenso, no
impide la posterior evocacion de la tarea. Con estos datos, la hipétesis de que

el choque intenso acelera la consolidacién en el hipocampo pierde sustento.
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Implicaciones de los resultados en la practica psicoldgica

Resulta necesario mencionar brevemente que las alteraciones en la funcién del
hipocampo, ya sea producidas reversiblemente en modelos animales o las que
presentan algunos pacientes, impiden la consolidacién de tareas que en
humanos se clasifican como dependientes de la memoria declarativa, pero no
impiden la consolidacién de tareas de memoria no declarativa. Es decir, el
hipocampo parece desempenar al menos dos funciones en el contexto de la
formaciéon de la memoria: la adquisicion de tareas espaciales, y la
consolidacién del tipo de tareas que se clasifican como memoria declarativa o
explicita. La consolidacién de tareas no declarativas o implicitas no parece

verse afectada por la interferencia en la actividad del hipocampo.

Este hecho se traduce en este contexto como que la consolidaciéon de la
memoria para ciertas tareas, se lleva adelante sin la participacion del
hipocampo, pero esto sucede con las tareas de tipo no declarativo. ¢En qué
forma el aprendizaje con un alto reforzador provoca que las tareas de tipo
declarativo adquieran la caracteristica de ser consolidadas independientemente

de la actividad del hipocampo, propia de las memorias de tipo implicito?

En humanos, el momento en el que es mas notoria la distincién entre el tipo de
recuerdos que pueden conservarse y los que no, es durante los primeros
meses y aun afnos de vida, en lo cuales la formacién del hipocampo no posee
aun la funcionalidad de un individuo de mayor edad. El hecho de que nuestros
resultados indiquen que es posible llevar adelante la consolidacion de la
memoria sin la participacion del hipocampo, tiene interesantes implicaciones
para la practica neuropsicolégica. La lesiones agudas o difusas del I6bulo
temporal producidas por un fraumatismo, un accidente vascular o por epilepsia,
pueden producir cuadros de amnesia de diferentes caracteristicas.
Generalmente se producen cuadros de amnesia anterégrada, los cuales
consisten en que la memoria reciente se consolida con mucha dificultad y no
pasa a formar parte de la memoria de largo plazo. Ciertos contenidos son mas

dificiles de consolidar que otros y esa diferencia puede depender de la region
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comprometida, del tipo de lesién y de las estrategias cognoscitivas con las que
el sujeto compensa su deficiencia. Algunas de las aportaciones con las que
pueden contribuir los resultados en este trabajo a la practica psicolégica
incluyen el concepto de que bajo ciertas condiciones, es posible consolidar la
memoria aunque las estructuras implicadas en la consolidacién bajo
circunstancias normales estén seriamente comprometidas. Nuestros
resultados, en primer lugar, sefalan que esto es posible aun para el tipo de

tareas en las que el hipocampo se encuentra estrechamente relacionado.

Es importante resaltar que aunque aqui se muestra que la memoria de tipo
asociativo puede formarse incluso con el hipocampo inactivo, reproduciendo
parcialmente el efecto de una lesién, este no necesariamente se puede
extrapolar a la funcién de un individuo con una lesion permanente en el
hipocampo. La estrategia de la inactivacion reversible se escogié para describir
algunas cualidades del sistema de consolidacién de la memoria, no para
reproducir en un modelo animal los signos clinicos producidos por la lesién del
hipocampo y la forma de revertirlos. Sin embargo, es posible extrapolar que
bajo los efectos agudos de un farmaco, tal como sucede en el caso de una
intoxicacion alcohdlica, o bajo los efectos agudos de depresores del sistema
nervioso tales como las benzodiacepinas, los episodios de lagunas mentales
que implican fallas temporales en la consolidacién de la memoria no se
observaran en el caso de eventos de gran relevancia para el sujeto. De
acuerdo con lo que se conoce sobre la capacidad de consolidar un evento o de
evocar la memoria sobre un evento ya consolidado, la memoria sobre un

evento relevante persistira.

Autores como McGaugh et al., (1996, 2002) han propuesto la aplicacion de los
hallazgos de la neurobiologia de la memoria a la terapia clinica en sindrome de
estrés postraumatico de acuerdo con las premisas de que la presencia de un
evento emocionalmente intenso refuerza la memoria y se conoce que esta

memoria es muy resistente y recurrente.

Sin embargo, algunas de las caracteristicas indeseables de la memoria

adquirida en eventos traumaticos podrian atenuarse si es posible actuar sobre

65



ellos dentro de un corto margen de tiempo. El fenédmeno de interferencia
sucede cuando la memoria se esta consolidando y consiste en que se bloquea
la formacién de la memoria sobre un evento inmediatamente anterior. En
investigacion basica, se ha mostrado que la interferencia de un aprendizaje
nuevo causada por un evento anterior ocurre probablemente por el
agotamiento temporal del sustrato de las proteinas que deben ser fosforiladas

para que la consolidacion suceda (lzquierdo, 2002).

Otros trabajos recientes rescatan la idea de que la evocacion de un evento, es
decir, la recuperacion de la memoria de largo plazo ya consolidada, hace que
esta memoria evocada tenga las caracteristicas de la memoria de corto plazo,
incluyendo la suceptibilidad de ser interferida en este periodo (Myers y Davis,
2002). Sin embargo, es posible que esto ocurra sélo con la memoria de
eventos no muy relevantes y que la memoria de eventos traumaticos sea muy

resistente a la interferencia.

Tal como describe Jorge Luis Borges a su personaje lrineo Funes, en Funes el
memorioso, €l era capaz no solo de recordar cada hoja de cada arbol que
habia visto, sino también cada una de las veces que las habia recordado. En el
caso de la memoria prodigiosa de este personaje, este recordar sobre los
recuerdos era tan preciso y duradero como la memoria que tenia sobre lo que

sucedia en el mundo delante de sus ojos.
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Conclusiones

Los datos generados por este proyecto de investigacién muestran que el
hipocampo dorsal forma parte de las estructuras cuyo papel en la consolidacion
se reorganiza a raiz del entrenamiento intenso en evitacion inhibitoria, es decir,
participa en la consolidacién de la memoria en una tarea especifica, pero con
altos niveles de reforzamiento la consolidacion de la memoria para esta tarea
es posible aun sin la actividad del hipocampo dorsal. Esta reorganizacién
funcional se encuentra asociada a un cambio en la densidad de |a sinaptofisina
en la region CA3 del hipocampo. Los resultados indican que existe una
representacion diferente del aprendizaje en el hipocampo dependiendo de la
intensidad de entrenamiento y sugieren que parte de esa diferencia en algunos
de los elementos del sistema nervioso implicados en la formacién de la
memoria es producida por el incremento en la densidad de sinaptofisina en el
aprendizaje no sobrereforzado. Este incremento no ocurre en el caso del
entrenamiento con un estimulo intenso. De esta forma, el sistema nervioso de
los mamiferos que comparten las caracteristicas de la especie en la que se
realizaron estos estudios, en lo que se refiere a la formacion de la memoria,
posiblemente ha logrado desarrollar una forma de asegurar su persistencia
para aquellos eventos que poseen una relevancia muy alta para la

supervivencia.
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