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RESUMEN

EFECTOS SOBRE LA CONSOLIDACION DE LA MEMORIA PRODUCIDOS POR EL
BLOQUEO DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN LA CORTEZA INSULAR

La corteza insular (CI) es una estructura que participa en la consolidacion de la memoria de
pruebas que involucran la presentacion de estimulos gustativos, el reconocimiento de objetos y la
evitacion inhibitoria. La consolidacion es un proceso que depende de la sintesis de proteinas y
por lo tanto el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la inhibicion de la sintesis de
proteinas en la Cl sobre la consolidacion de la memoria de un aprendizaje de evitacion inhibitoria
(El), asi como la duracion del proceso de consolidacion, dependiente de esta estructura. Se
utilizaron ratas canuladas bilateralmente en la Cl, a las que se inyectd una de 5 dosis diferentes
(7.5, 15.5, 31.25, 62.5 6 93.7 pg/0.5ul de anisomicina) y se estudié un grupo control tratado con
el vehiculo del inhibidor. La administracion se realiz6 inmediatamente después del entrenamiento
y la retencion fue evaluada 48 horas después. Se encontrd un efecto amnésico inversamente
proporcional a las dosis administradas. En otra serie de experimentos la dosis amnésica dptima de
anisomicina  (15ug/0.5ul) fue administrada a diversos tiempos post-entrenamiento
(inmediatamente, a los 30, 60 6 90 min). La retencion también fue evaluada 48 horas después.
Los resultados indicaron que la inhibicion de sintesis de proteinas en la Cl previene la El y
apoyan la hipotesis de que esta region cerebral participa en la consolidacién de la memoria de
este tipo de aprendizaje, asi como que el proceso de consolidacion en la Cl se establece entre 60 y

90 minutos post-entrenamiento.



ABSTRACT

EFFECTS ON MEMORY CONSOLIDATION PRODUCED BY BLOCKADE OF PROTEIN
SYNTHESIS IN THE INSULAR CORTEX

The insular cortex (IC) participates in memory of gustatory and olfactory stimuli, and in other
types of learning. The aim of this work was to determine if inhibition of protein synthesis in the
IC produces: 1) a dose-dependent impairment of memory consolidation of inhibitory avoidance
learning, and 2) a time-dependent impairment of memory consolidation of inhibitory avoidance
learning. Male Wistar rats were trained in a one-trial step-through inhibitory avoidance task and
received a bilateral microinjection of anisomycin (at 7.5, 15.5, 31.25, 62.5, or 93.7ug/ul) or its
vehicle into the IC, immediately after training; retention task was measured 48 h later. In another
experiment the optimal dose of anisomycin (15ug/0.5ul) was administered at different times after
training (at 0, 30, 60, and 90 minutes after training). Anisomycin produced an amnesic effect
which was inversely related to the dose of this drug. These results indicate that IC is sensitive to
protein synthesis inhibition and support the hypothesis that this cerebral region participates in
memory consolidation of inhibitory avoidance learning. The data demonstrate that the dose of
15ug/0.5ul, administered in the insular cortex, was the one that produced a greater amnesic effect
compared to other doses and that the process of protein synthesis-dependent consolidation in the
insular cortex is achieved between 60 and 90 minutes after training.
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1. INTRODUCCION

El aprendizaje y la memoria son mecanismos importantes de adaptacién a las complejas y
cambiantes condiciones ambientales. Como consecuencia de los procesos de aprendizaje y
memoria, los animales modifican su conducta al exponerse a estimulos relevantes a los que ya se
han enfrentado con anterioridad (Almaguer-Melian y Bregado-Rosado, 2002).

Uno de los principales objetivos de las Neurociencias es entender los mecanismos
neuronales que participan en la codificacion de la memoria. Qué se modifica, donde ocurren esas
modificaciones y cuales son los mecanismos involucrados en los procesos de aprendizaje y
memoria son problemas que estan todavia lejos de dilucidarse; sin embargo es un hecho bien
conocido que el aprendizaje se ve favorecido notablemente cuando existen una fuerte motivacién
y un estado emocional adecuados.

Para los neurobidlogos, el aprendizaje es el proceso por medio del cual adquirimos nuevos
conocimientos acerca de los eventos del mundo, y la memoria se refiere a los procesos mediante
los cuales retenemos y evocamos dichos conocimientos (Balderas et al., 2004). Si analizamos
introspectivamente nuestra coleccion de recuerdos, no resulta dificil percatarnos de que cada
momento guardado en nuestra memoria personal se vive mas y es mas rico en detalles si estuvo
asociado a un estado emocional intenso.

Junto a las fuerzas selectivas de la evolucion, el aprendizaje y la memoria son el medio
principal de adaptacion de los seres vivos a las modificaciones inciertas de su medio. Es asi que
la cognicion representa una gran plasticidad adaptativa en el ser humano, lo que le ha permitido
sobrevivir practicamente en cualquier ambiente sobre la tierra.

En 1900, Mueller y Pilzeker establecieron un concepto que representa el proceso por el
cual la memoria de corto plazo se convierte en memoria de largo plazo. Asi pues el término
consolidacién hace referencia a la fragilidad que caracteriza a la informacion recientemente
adquirida que aun cuando se considera susceptible de bloquearse, se cree que dicha informacién
se puede consolidar y convertirse en una memoria de largo plazo.

En los afios treinta Thorndike sefialé que ante una situacion dada, un individuo responde
de una manera determinada y que por lo tanto el aprendizaje se basa en el establecimiento de
conexiones. Thonrdike formulo la ley del efecto, que se puede sintetizar asi: de varias respuestas

producidas ante una misma situacion, las que en igualdad de circunstancias, van asociadas con



una satisfaccion para el animal, estan conectadas mas firmemente con la situacion, de manera que
siempre que ésta vuelva a presentarse, serd mas probable que se originen las mismas respuestas.
Las que van asociadas con una molestia para el animal ven debilitadas sus conexiones con la
situacion de manera que sera menos probable que se de la respuesta si se vuelve a producir la
situacion. Es decir, cuanto mayor sea la satisfaccion o la molestia, mayor sera la consolidacion o
el debilitamiento del vinculo. Alun cuando este postulado estuvo vigente durante mucho tiempo,
trabajos recientes como el realizado en esta tesis rebaten lo dicho por Thonrdike en décadas
pasadas. Actualmente, estd claro que la memoria y el aprendizaje son mecanismos que no se
rigen solo por la ley del efecto sino que involucran diversos procesos motivacionales que facilitan
la adquisicion de una tarea mediante entrenamiento previo en el animal.

La mayor parte del conocimiento neurobioldgico con que contamos respecto a la memoria
proviene de estudios en animales sometidos al clasico “reflejo condicionado al miedo”, el que
estd presente en todas las especies estudiadas, desde insectos hasta el hombre. Esto hace pensar
que los circuitos neuronales que lo sustentan forman la base sobre la cual se desarrolla toda la
vida mnésica en especies mas evolucionadas (Prado-Alcala et al., 2004). Uno de los protocolos
utilizados para el andlisis experimental de la consolidacién de la memoria es el entrenamiento de
evitacion inhibitoria (El), también conocido como prevencidon pasiva, seguido por la
administracion de tratamientos amneésicos tales como choques electroconvulsivos, hipoxia,
inhibidores de sintesis de proteinas y toda una gama de drogas que afectan el funcionamiento del
sistema nervioso, particularmente la transmision sinaptica (Prado-Alcala et al., 2004). Asi las
técnicas farmacoldgicas para el bloqueo de algun sistema de neurotransmision y las técnicas de
lesion permitieron el estudio de sus efectos sobre el aprendizaje y la memoria, tanto
deteriorandolos como mejorandolos.

Una tarea de evitacion consiste en condicionar la ejecucién de una respuesta instrumental
en el momento apropiado que le permite al sujeto impedir o posponer por cierto tiempo la
aparicion de un estimulo aversivo. Este tipo de entrenamiento consta de dos paradigmas
diferentes: evitacion inhibitoria y evitacion activa. La diferencia entre estos tipos de
entrenamiento es que en la evitacion activa, el sujeto tiene que realizar una respuesta motora
especifica, como pasar a un compartimiento contiguo, o subir una plataforma, para evitar el
estimulo. Mientras que en la evitacion inhibitoria, el sujeto tiene que dejar de emitir una respuesta

generalmente motora, es decir, inhibir una respuesta dada normalmente en la situacion de prueba.



Una vez que se ha establecido el condicionamiento, el organismo inhibe la respuesta antes de que
se le presente el estimulo aversivo (Campbell y Church, 1969). Esta conducta se puede adquirir
en un solo ensayo.

En virtud de que el entrenamiento se puede llevar a cabo en una sola sesion de corta
duracion, se reduce considerablemente la posibilidad de que los resultados experimentales se
compliquen por la intervencién de factores incontrolables, tales como variaciones ambientales
térmicas, de humedad, etc., que en el caso de entrenamientos de larga duracion, pueden afectar la
ejecucion de los sujetos. Ya que el evento que asociara el animal para aprender es un choque
eléctrico, se puede asegurar que el factor motivacional es razonablemente constante para todos
los animales que sean entrenados.

La tarea de EI corresponde a una de las variedades del aprendizaje asociativo, en este caso
el condicionamiento instrumental, en el cual el sujeto aprende la relacion entre alguna de sus
conductas y las consecuencias que le siguen a la misma, como cuando un nifio aprende que sus
rabietas consigue captar la atencion de los adultos de su entorno. El aprendizaje instrumental
permite al animal adquirir conductas que producen consecuencias beneficiosas, sea porque le
procuran recompensas como el alimento (contingencias instrumentales de recompensa o refuerzo
positivo) o por que le permiten escapar o evitar situaciones peligrosas (contingencias
instrumentales de refuerzo negativo) (Aguado-Aguilar, 2001).

Aln cuando el entrenamiento de evitacion ha sido relacionado directamente como un
condicionamiento instrumental existen estudios que le asocian un componente clasico. A
continuacién se describe la teoria propuesta por Mowrer en 1948 y que sefiala detalladamente
ambos componentes.

Mowrer (1948) desarrolld una explicacion teorica del proceso de reforzamiento en el
condicionamiento de prevencién; postul6 la teoria de los dos factores, en la que propone que para
explicar los cambios de conducta que se dan en el condicionamiento de prevencion, es necesario
tomar en cuenta dos formas de aprendizaje.

A) Uno que obedece a los procesos involucrados en el condicionamiento clasico.

B) Otro que obedece a los procesos del condicionamiento instrumental.

Este autor plantea que lo que ocurre primero en el condicionamiento de prevencion es un

condicionamiento clasico ya que se condiciona el miedo a un estimulo neutro. El organismo



motivado por este miedo, emite gran cantidad de respuestas hasta que ejecuta la respuesta
correcta, que lo lleva a la reduccién de su motivacion de miedo.

Mowrer (1948) considera dos factores de suma importancia en el condicionamiento de
prevencién, un factor emocional motivante y un factor motor reductor de esta motivacion.
Describe la respuesta condicionada como mediador motivante. Para este autor, el
condicionamiento de prevencién se lleva a cabo de la siguiente manera: en primer lugar, se asocia
el estimulo condicionado con el estimulo incondicionado. En segundo lugar, la respuesta
incondicionada (miedo) que inicialmente es producida por el estimulo incondicional aversivo,
aparece en presencia del estimulo condicionado y en tercer lugar, se presenta (prevencion activa)
0 se deja de presentar (prevencion pasiva), una respuesta instrumental ante el estimulo
condicionado que elimina la respuesta condicionada de miedo.

A continuacion se presentaran los antecedentes mas relevantes para el trabajo
experimental de esta tesis, que versa sobre la participacion de la corteza insular en la
consolidacién de la memoria de un aprendizaje de evitacion inhibitoria. Por lo tanto, se hara una
breve revisién acerca de los conceptos de aprendizaje y memoria; asi como de la anatomia y
funciones de la corteza insular, para terminar con una discusion acerca de los conceptos tedricos

del proceso de consolidacion de la memoria.



II. ANTECEDENTES

A. Conceptos Basicos Sobre Aprendizaje y Memoria

Desde su nacimiento como disciplina independiente, la psicologia ha tratado de estudiar la
mente humana en condiciones de control riguroso, condiciones que con frecuencia s6lo son
posibles en el laboratorio. Debido a que no todas las conductas pueden ser provocadas en el
laboratorio, se ha tendido a restringir la investigacion a aquellas conductas méas féciles de
controlar. Son especialmente dificiles de reproducir en el laboratorio los requerimientos de los
procesos de memoria que hacen las situaciones mas comunes de la vida cotidiana. Esto no
significa que no haya excepciones. Hoy en dia el campo de la evaluacion neuropsicoldgica de la
memoria es uno de los méas desarrollados dentro de la neuropsicologia, después del lenguaje. No
solo por que hoy disponemos de un arsenal de tests procedentes del laboratorio o elaborados en la
clinica a partir de los datos de la investigacion béasica, sino ademas porque en la actualidad toda
evaluacién neuropsicologica incluye una evaluacion detallada de la memoria.

Aprendizaje y memoria son dos procesos psicoldgicos intimamente relacionados y puede
decirse que constituyen, en realidad, dos momentos en la serie de procesos a traves de los cuales
los organismos manejan y elaboran la informacion proporcionada por los sentidos. El aprendizaje
es un proceso de cambio en el estado de conocimiento del sujeto y por consecuencia, en sus
capacidades conductuales: como tal es siempre un proceso de adquisicién mediante el cual se
incorporan nuevos conocimientos y/o nuevas conductas y formas de reaccionar al ambiente.
Puesto que el aprendizaje implica siempre alguna forma de adquisicién de informacion, y por lo
tanto, una modificacion del estado de la memoria del sujeto, puede decirse que aprendizaje y
memoria son fendmenos interdependientes. La capacidad del cerebro para aprender implica su
habilidad para recordar y adquirir informacion.

El aprendizaje puede definirse entonces como un cambio mas 0 menos permanente en la
conducta, derivado de cuando menos una experiencia previa, y que no depende de procesos de
maduracion, fatiga o efectos pasajeros de farmacos (Hilgard and Bower, 1973; Prado-Alcald y
Quirarte, 1998); siendo la memoria un almacén de dicha informacion es decir, un registro de
dichos cambios. Es esta capacidad de aprendizaje la que nos permite interactuar con otras

especies de animales.



Ha quedado atras el concepto de que la memoria era una simple impresion de huellas que
se conservaban y se reanimaban o reproducian de acuerdo con la necesidad. Actualmente se sabe
que es un sistema funcional complejo, activo por su caracter, que se despliega en el tiempo en
una serie de escalones sucesivos y que se organiza en diferentes niveles. La memoria se refiere a
las experiencias y la informacion que recordamos. Como proceso de retencion de las experiencias
aprendidas, esta involucrada en todas las actividades mentales (Casanova-Sotolongo et al., 2004).

En los Gltimos treinta afios nuestro entendimiento sobre la memoria se ha ampliado. Este
concepto ya no sélo hace referencia al mantenimiento en el cerebro de la informacion que no se
halla en el ambiente, sino que también hace alusion a la manipulacién y transformacion de esta
informacidn para planificar y ejecutar nuestra conducta.

Desde que la formularon dos estudiosos alemanes, Muller y Pilzecker en el afio de 1900,
la teoria de la consolidacion de la memoria tuvo vigencia incontestada hasta hace muy poco. Se
consideraba que, después del proceso de aprendizaje durante el que era labil (fragil, poco
estable), la memoria pasaba a un estado en el que podia decirse que resultaba indestructible.
Diversos agentes pueden interrumpir la memoria antes de su consolidacién, variando desde
simples distractores hasta electrochoques convulsivos o traumatismos craneanos. Esto fue
confirmado repetidamente en estudios animales y en seres humanos: por ejemplo, si se somete a
una persona a un electrochoque convulsivo durante el lapso que sigue a un aprendizaje, pierde la
memoria Unicamente de los hechos relativamente cercanos. En cambio, si el electrochoque se
aplica pasado un tiempo mas prolongado, deja de tener efecto, es decir, la memoria esta
consolidada.

Se ha propuesto que la informacion puede almacenarse mediante cambios en la
comunicacion sinaptica (Bliss and Collingridge, 1993). Santiago Ramén y Cajal propuso una
teoria del almacenamiento de la informacidn, que postula que la informacion se almacena en el
cerebro mediante cambios anatdmicos entre la conexiones de las neuronas (citado en Bailey et
al., 2000); siendo el primero en proponer la plasticidad en el nimero y fuerza de las conexiones
neuronales como la base fisica del aprendizaje y el soporte de la memoria. Asimismo
Sherrington, propuso el término plasticidad sindptica para describir los cambios en las
propiedades funcionales de una sinapsis como resultado de su actividad (citado en Bailey et al.,
2000).



En 1949 Hebb formalizO esta idea, elaborando una teoria basada en una red
interconectada de asociaciones de células. Sefialé que la estimulacién reiterada y sucesiva
producia cambios estructurales en la sinapsis (formando protuberancias o botones en el axén) de
forma que la primera célula se modifica estructuralmente para inervar a la segunda, esto hace que
se formen unidades funcionales entre células mas grandes (asociaciones de células) asi que
cuando se estimula a una, se va estimulando secuencialmente el resto (secuencia de fase) (Hebb,
1949).

Asimismo, Hebb postulé que las conexiones sinépticas pueden fortalecerse cuando las
neuronas presinaptica y postsinptica tienen una activacion temporal coincidente. Este
fortalecimiento sinaptico se ha determinado como asociativo, por que asocia el disparo de una
neurona presinaptica con el de una neurona postsinaptica (citado en Bailey et al., 2000). En este
postulado Hebb manifiesta la necesidad de que ocurran cambios estructurales para el
mantenimiento de la memoria formada como consecuencia del aprendizaje.

En los afios setenta, Matthies propuso un sugestivo modelo celular para explicar como
podria ocurrir el proceso de consolidacion de la memoria. Para Matthies (1974), el estimulo
condicionado produce cambios de transicion en las sinapsis activadas, aunque estos resultan
demasiado débiles como para provocar una respuesta. Si dentro de una ventana temporal se
produce la activacion de sinapsis fuertes sobre las mismas neuronas, capaces de producir una
respuesta (estimulo condicionado), se produce la activacion de la sintesis de nuevas proteinas,
que pueden llegar hasta las sinapsis débiles antes activadas e incorporarse a ellas y modificar su
eficacia. La repeticion de este apareamiento temporal entre estimulo condicionado y estimulo
incondicionado conduce al desarrollo de un reflejo condicionado (citado en Almaguer-Melian y
Bregado-Rosado, 2002).

Actualmente, explicita o implicitamente, el trabajo de los cientificos interesados en el
estudio de las bases bioldgicas de la memoria esta centrado en la busqueda del engrama, término
introducido en el campo por el biélogo aleman Richard Semon en 1904. El engrama puede ser
definido como el conjunto de cambios en el sistema nervioso que representan a la memoria
almacenada (Squire, 1987). Esta busqueda ha originado dos grandes lineas de investigacion: la
primera pretende descubrir los mecanismos fisiologicos de los que depende el almacenamiento de
la informacion, mientras que la segunda implica la determinacion de las estructuras cerebrales

encargadas de dicho almacenamiento.



La investigacion en el area de las bases moleculares del aprendizaje y la memoria tuvo un
enorme impulso en la década pasada y constituye una de las areas de investigacion mas activas de
la neurobiologia de nuestros dias; su estudio se ha enriquecido gracias a la utilizacion de distintos
modelos de memoria y plasticidad neuronal, desarrollados tanto en invertebrados como en
vertebrados, y diversos aspectos de este fendmeno sumamente complejo son abordados gracias a
esta diversidad de paradigmas. A su vez, el desarrollo de metodologias novedosas en el &mbito de
la biologia molecular, tales como procedimientos para inhibir distintas vias metabolicas, ha
permitido ampliar los conocimientos relacionados con los mecanismos moleculares implicados
en estos procesos.

Cuando hablamos de memoria en relacion con el sistema nervioso, inevitablemente
pensamos en la plasticidad neuronal o cambio persistente de las propiedades funcionales de una
neurona o un conjunto de ellas. Estd comprobado que la adquisicion de nuevos comportamientos
implica modificaciones tanto en la actividad neurofisiolégica como en la neuroquimica de ciertas
estructuras cerebrales y, de forma mas concreta en el hipocampo donde se produce una
modificacion de la sefial electroencefalografica y se modifica la sintesis de ARN como
consecuencia de un proceso de aprendizaje (Rosandini et al., 1981).

El fendmeno denominado potenciacion a largo plazo (LTP)' se ha relacionado con el
proceso de memoria. Si suministramos estimulacion eléctrica de alta frecuencia de forma
continua a las neuronas del hipocampo, se produce un incremento de los potenciales evocados
que pueden permanecer durante horas e incluso, durante méas tiempo (Bliss and Dolphin, 1982).

Se conocen algunas caracteristicas de la potenciacion a largo plazo; sin embargo, desde
que Bliss y Lomo (1973) describieron este proceso por primera vez se ha intentado determinar las
condiciones concretas en las que ocurre y si se trata de un efecto pre o postsindptico. Se han
manejado dos posibles explicaciones para este fendmeno: la primera, segun la cual se produce un
incremento persistente en la liberacién de neurotransmisores por parte de la neurona presinaptica;
la segunda afirma que se produciria un aumento del numero de receptores en la neurona
postsinaptica o de la sensibilidad de estos al glutamato, un neurotransmisor importante en este
fendmeno (Bliss, 1990). Parece mas probable la existencia de un mecanismo postsinaptico
predominante pero no se puede descartar un componente presinaptico pues, de hecho, el proceso

! Por sus siglas en inglés Long Term Potentiation, LTP.



se inicia postsinapticamente pero el lugar donde acontece el cambio persistente estd todavia por
determinar.

Hoy se sabe que un canal i6nico postsinaptico es el que detecta la contigliidad temporal de
la actividad pre y postsinéptica y sefiala esa contiguidad permitiendo la entrada de iones calcio en
el elemento postsinaptico (Smith, 1987). Por otro lado, la descripcién de nuevas formas de
potenciacién a largo plazo relacionadas con el bloqueo de canales de potasio (Aniksztejn y Ben-
Ari, 1991) o la influencia en este fendmeno de otros neurotransmisores como el GABA,
proporcionan nuevos puntos de vista a la vez que afaden complejidad al estudio de este
fendmeno y su relacion con el aprendizaje y la memoria. Posteriormente el estudio de la
consolidacién de la memoria tuvo un gran apoyo en la bioquimica y en la biologia molecular a
partir del hallazgo de que inhibidores de la traduccion y transcripcion producen amnesia cuando
se administran en un periodo critico. Este fendmeno probé ser practicamente universal para las
memorias de largo plazo y muestra una analogia critica con los periodos del desarrollo.
Considerando este aspecto, se definio entonces la consolidacion como un periodo durante el cual
nuevas proteinas tienen que ser sintetizadas (Goelet et al., 1986). Esto llevo a postular que es
necesaria la regulacion de la transcripcion génica durante la formacion de la memoria.
Entendiendo ésta desde el punto de vista neuronal como una modificacién de las conexiones
sinapticas en los circuitos relacionados con la representacion de las experiencias. No hay
moléculas de la memoria sino mecanismos moleculares que permiten dichas modificaciones.

El modus operandi del proceso mnemonico también se probo a nivel experimental. Se
demostrd, por ejemplo, que si dentro de un cierto tiempo después de la experiencia de aprendizaje
se interrumpe la sintesis de proteinas (que consolida las relaciones entre una poblacion de
neuronas, que construye, por asi decirlo, un recuerdo) hay amnesia (Pedreira et al., 1996); pasado
ese periodo, la memoria se consolida. Durante el proceso de consolidacion se activa una serie de
mecanismos celulares y moleculares que culminan en una modificacion en la expresion génica, y
una sintesis de novo de proteinas, que participan en la formacion de redes neuronales. Es decir,
todo indica que la memoria no se desvanece; lo que podia surgir eran dificultades para recordar o
evocar un evento.

Existen formas muy diversas de memoria que cumplen funciones muy distintas y que,
incluso, pueden formarse de manera independiente. Estas multiples formas de memoria

demandan mudltiples sistemas neuronales de memoria en el cerebro. Lejos, pues, de ser un



proceso focalmente localizado o cerebralmente difuso, implica la actividad de numerosas
estructuras y sistemas cerebrales (Morgado, 2005).

Atendiendo a un parametro estrictamente temporal, se puede hacer una primera distincion
entre memoria de duracion breve o0 memoria de corto plazo, y la de duracién mas prolongada o
memoria de largo plazo. Esta clasificacion dependiente del tiempo fue propuesta por Hermann
Ebbinghaus en su libro titulado “Memoria: una contribucion de la psicologia experimental”
(1885); y la formalizd posteriormente William James al publicar los Principios de Psicologia
(1890), en donde describia entre otras cosas, la distincion entre las memorias primaria y
secundaria, que mas tarde se vincularian a la organizacién y funcion de sistemas cerebrales,
haciendo referencia a una memoria que duraba unas cuantas horas y una memoria que duraba
dias, semanas o incluso afios. De forma general se puede obtener una memoria corta con una
exposicion unica a un estimulo, mientras que para obtener una memoria mas prolongada
generalmente es necesaria la repeticion de la tarea.

Sin embargo, hay ocasiones en las que un unico estimulo es capaz de generar una
memoria prolongada, tanto 0 mas que la repeticién de estimulos no significativos. Se trata,
I6gicamente, de estimulos altamente relevantes para el individuo que por tanto, podrian activar
los mecanismos celulares implicados en la generacion de memorias de larga duracién de forma
aguda. Uno de los principales especialistas en esta area, Larry Squire (1987), ha propuesto un
sistema de clasificacion de las distintas funciones de aprendizaje y memoria de largo plazo,
basado en la experiencia de estudios neuropsicoldgicos. Debido precisamente a la base empirica
de esta clasificacion, se supone que las diferentes funciones se corresponden con distintos
sistemas cerebrales.

La vision que esta clasificacion nos ofrece es la de un sistema de memoria distribuida, en
el sentido de que, a pesar de que sea posible identificar cada una de las diversas funciones de
memoria con determinados substratos neuroanatémicos, no puede hablarse de un sistema de
memoria en el cerebro del mismo modo que podemos hablar de la corteza visual o
somatosensorial. Por el contrario, es muy probable que la memoria y el aprendizaje sean
capacidades que se coordinan en numerosos sistemas cerebrales, corticales y subcorticales,
dotados de plasticidad y capaces, por lo tanto, de modificarse en funcion de la experiencia.

La clasificacion propuesta por Squire divide la memoria de largo plazo en dos grandes

sistemas: el sistema de memoria explicita y un conjunto de subsistemas de memoria implicita. La



memoria explicita se identifica en gran parte con lo que Tulving denomina “memoria episodica”,
es decir, el conocimiento de eventos vividos personalmente y ligados a contextos
temporoespaciales especificos. Parece razonablemente demostrado que el hipocampo es
necesario para la adquisicion de este tipo de informacion, aunque quiza no lo sea tanto para su
conservacion a largo plazo.

La hipotesis méas aceptada actualmente es que el hipocampo es necesario para la fase
inicial de adquisicién del conocimiento explicito pero no es, sin embargo, un sistema de
almacenamiento de la memoria. El proceso de consolidacion de la memoria explicita parece
depender del intercambio entre el hipocampo y diversas zonas corticales, a través de sistemas
bidireccionales de conexiones cortico-hipocampales; asimismo, parece que los sistemas de
almacenamiento se localizarian a nivel cortical, mientras que los procesos de reactivacion y
reorganizacion de la memoria dependerian nuevamente del hipocampo (Ellis y Young, 1992).

Actualmente el término memoria implicita, también Ilamada de procedimiento, se refiere
a la memoria de héabitos, inconsciente y rigida, que radica en las mismas regiones cerebrales que
procesan informacion sensoperceptiva, motora y emocional, como la neocorteza, el neoestriado,
el cerebelo o la amigdala. Un buen ejemplo, ampliamente estudiado en el laboratorio, es el miedo
condicionado en ratas, una forma de condicionamiento clasico cuya adquisicion y expresion es
altamente dependiente de la amigdala (citado en Morgado, 2005).

De igual forma existen entre la memoria de corto y largo plazo diferencias moleculares:
para que se establezca la consolidacién de la memoria a largo plazo, es necesaria la activacion de
la expresion de genes y es dependiente de la sintesis proteica y de ARN mensajero, dado que
drogas que interfieren con procesos de transcripcion y traduccion producen amnesia durante el
periodo de consolidacion de la memoria. Por otra parte, la memoria de corto plazo es un proceso
gue no requiere de expresion génica, ni de sintesis de nuevas proteinas y que se lleva a cabo
mediante la fosforilacion de las proteinas existentes (Pedreira et al., 1995, 1996).

Diversos resultados sugieren que la expresion de determinados genes es necesaria para la
formacion de memorias de larga duracién, y que las diferencias temporales de almacenamiento
dependen del reforzamiento sindptico y de su patron de activacion. Asi, lo que muy
probablemente proporciona a la memoria su cualidad de estabilidad es el crecimiento de nuevas

conexiones sinapticas. Este crecimiento sinaptico depende de la activacion de genes de respuesta



inmediata, activacion que es iniciada por mdaltiples sefiales: neurotransmisores, factores de
crecimiento, etc.

Greengard (2001), galardonado con un premio Nobel, demostré que la transmision
sinaptica lenta involucra una reaccion quimica denominada fosforilacién, en la que los grupos
fosfato (cedidos por el trifosfato de adenosina o ATP) se unen a ciertas proteinas de manera tal
que la funcion de dicha proteina se modifica. Las investigaciones de Greengard (2001) mostraron
que cuando la dopamina estimula a ciertos receptores localizados en la membrana de la neurona,
este proceso conduce al aumento de los niveles de un segundo mensajero llamado monofosfato
ciclico de adenosina 0 AMP,, también formado a partir del ATP. EI AMP; activa a una enzima, la
cinasa A de proteina (PKA) que es capaz de transferir grupos fosfato del ATP a proteinas de las
células nerviosas que tengan ciertas secuencias de aminoacidos que incluyan la serina y la
treonina.

Entre las proteinas que son afectadas por la fosforilacion se encuentran los canales i6nicos
que controlan la excitabilidad de las neuronas y hacen posible que envien impulsos eléctricos
(potenciales de accion) a lo largo de sus axones y terminales sinapticas. Cada neurona, 0 grupos
de ellas, poseen un grupo particular de canales que determinan su respuesta y que cuando son
fosforilados afectan por lo tanto la excitabilidad y conduccion de los potenciales de accién, lo que
modifica funciones tan complejas como la memoria y el aprendizaje.

Por su parte Eric Kandel (2001), también recibi6 el premio Nobel por sus contribuciones
al descubrimiento de los mecanismos moleculares de la memoria. Sus estudios iniciales fueron
realizados en mamiferos, pero al concluir que las condiciones eran demasiado complejas para
permitir el esclarecimiento de los mecanismos basicos involucrados en la formacién de la
memoria, empezo a estudiar el sistema nervioso de la aplysia, un molusco marino. En la década
de 1990 realizo6 estudios similares en ratones y mostrd que los cambios en la funcion sinaptica
observados en la aplysia también se producen en organismos méas complejos.

Kandel encontrd que ciertos estimulos amplificaban un reflejo y que esta amplificacion
podia permanecer por dias o semanas, implicando un proceso de aprendizaje. Posteriormente
mostré que este aprendizaje se debia a modificaciones de la sinapsis que conecta las neuronas
sensoriales con las neuronas que activan a los muasculos responsables de la respuesta refleja. El
mostro inicialmente que estimulos débiles daban lugar a una forma de memoria de corta duracion

que dura minutos a horas. Esta memoria de corto plazo se debe a que ciertos canales i6nicos son



modificados en su funcion de tal manera que mas iones de calcio entran a la terminal nerviosa,
traduciéndose en una mayor liberacion de neurotransmisor en la sinapsis, y por lo tanto en una
amplificacion del reflejo. Este cambio se debe a la fosforilacion de ciertos canales iénicos por la
cinasa A de proteina (PKA) que es activada por el AMP., segin el mecanismo descrito por
Greengard (2001).

Los estimulos de mayor intensidad y duracién propician un tipo de memoria que
permanece por varias semanas (memoria de largo plazo). En este caso la mayor intensidad del
estimulo produce niveles aun mayores del segundo mensajero AMP. y por lo tanto mas
activacion de la PKA. Esta ultima llega al ndcleo de la neurona y al fosforilar a ciertas proteinas
reguladoras modifica la sintesis de proteinas que se encuentran formando la sinapsis, aumentando
la formacion de unas y disminuyendo la formacién de otras.

El resultado final es la modificacion de la forma de la sinapsis aumentando los sitios de
liberacion del transmisor e incrementando asi la funcion de la sinapsis. En contraste con la
memoria de corto plazo, la memoria de largo plazo requiere de la formacion de nuevas proteinas.
Si la sintesis es bloqueada, se anula el establecimiento de la memoria de largo plazo, pero no la
formacion de la memoria de corto plazo. Kandel demostré asi que tanto la memoria de corto
plazo como la de largo plazo tienen como sustrato cambios funcionales y morfoldgicos en las

sinapsis.

B. Consolidacién de la Memoria: Dos puntos de vista

Desde fines del siglo XIX, a partir de observaciones en humanos, se desarrollé el
concepto de consolidacion de la memoria. Segun esta teoria, ain hoy en boga a pesar de los
maultiples embates recibidos, la memoria primero existe en una forma labil, susceptible de ser
interrumpida, y luego se consolida, pasando a una forma mas estable y de larga duracion.
Distintos agentes pueden interferir con la memoria antes de su consolidacion, variando desde
simples distractores hasta choques electroconvulsivos o traumas craneanos. Es un fendmeno
ubicuo, que ocurre tanto en humanos como en otros vertebrados e invertebrados.

El estudio de la consolidacion cobr6 una base bioquimica y molecular a partir del hallazgo
de que inhibidores de la traduccion y transcripcion de RNA, producen amnesia cuando se

administran durante este periodo critico. Este fendbmeno probo6 ser practicamente universal para



las memorias de larga duracion y muestra una analogia con los periodos criticos del desarrollo.
Considerando este aspecto, se definid entonces la consolidacion como un periodo durante el cual
nuevas proteinas tienen que ser sintetizadas (Goelet et al., 1986).

La consolidacién es la post-adquisicion progresiva de la memoria de largo plazo. El
término se refiere a dos tipos de procesos, la consolidacion sinaptica, que se lleva a cabo dentro
de los primeros minutos hasta las horas subsiguientes a un aprendizaje; y la consolidacion de la
memoria mediada por sistemas anatomicos, en el que las memorias que dependen inicialmente
del hipocampo sufren una reorganizacién para volverse independientes del mismo (Dudai, 2004;
McClelland al., 1995).

Se ha especulado sobre como es que ocurre el almacenamiento de ambos tipos de
memoria; por ejemplo, hace 100 afios Mdller y Pilzecker propusieron la hipotesis de
preservacién-consolidacion de la memoria, en la que se establece que los procesos que conllevan
a la formacion de nuevas memorias estan inicialmente en un estado de fragilidad y que se
consolidan con el tiempo (McGaugh, 2000). Hebb y Gerard, en 1948, propusieron la teoria de la
doble huella (dual-trace) en la que estabilizacion de la actividad neuronal reverberante, propia de
la memoria a corto plazo es la que produce la memoria a largo plazo (McGaugh, 2000).

Atkinson y Shiffrin también propusieron su modelo en el que la informacion es procesada
primero en paralelo en una serie de almacenes sensoriales muy breves y luego éstos la transmiten
al almacén de corto plazo de capacidad limitada, el cual se comunica a su vez con el almacén a
largo plazo (Atkinson y Shiffrin, 1968; Figura 1). Emptage y Carew (1993), descartan el modelo
de Atkinson y Shiffrin pues describen experimentos en los que bloqueando la memoria de corto
plazo no se encuentran deficiencias en la memoria a largo plazo.

Después, con el descubrimiento de que la inhibicién de sintesis de proteinas no interfiere
con el aprendizaje, sino con la memoria de algin entrenamiento previo, se sugiere que existen por
lo menos dos etapas en la memoria y que sélo para su consolidacion a largo plazo es necesaria la

sintesis de proteinas por lo que se propone un modelo diferente (Figura 2).
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Memoria de corto
plazo (seq. a hrs.}

J"ﬂ"."f
/ Memoria de large
,n" \ plazo {hrs. a meses)
] X7 D s
o

Memoria de larga
= duracion (meses
& a toda la vida)

fuerza de la memoria

Tiempo (log)
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tiempo pero no estan ligadas de manera secuencial, sino que son procesos independientes que

acttan en paralelo (modificado de McGaugh, 2000).



Esta teoria de la consolidacion ha sido puesta en duda por estudios recientes que
demuestran que la reactivacién de la memoria consolidada puede volverla a un estado labil
(Nader et al., 2000; Sara, 2000). Tal reactivacion también induce la transcripcion de novo
(Strekalova et al., 2003), asi como la inhibicién de sintesis de proteinas dentro de una ventana
corta de tiempo, por lo que después de la reactivacion se deteriora la memoria consolidada
previamente (Anokhin et al., 2002; Debiec et al., 2002; Kida et al., 2002; Milekic y Alberini,
2002; Nader et al., 2000; Taubenfeld et al., 2001). Asi, la reactivacion de la memoria induce un
segundo proceso de consolidacién, que se ha nombrado reconsolidacion (Nader et al., 2000; Sara,
2000).

El que la consolidacion sea un proceso lento, sirve como una funcion adaptativa, pues la
experiencia activa los sistemas enddgenos y éstos, al modular la intensidad de la memoria,
deciden si debe ser consolidada o no (McGaugh, 2000). También sirve para dar tiempo a que la
plasticidad sinaptica inducida, si es necesario, resulte en un aprendizaje perdurable, el cual se
nota con un cambio permanente en estas estructuras sinapticas (Tyler, 2002).

Aunque este sistema de transferencia sigue siendo investigado, de lo que si podemos estar
seguros es que la formacion de la memoria a largo plazo toma algunas horas y por lo tanto la
memoria depende de los sistemas de corto plazo (Izquierdo et al., 1998, 1999). A continuacion se
describen los dos modelos vigentes para la consolidacion de la memoria, el primero y mas
antiguo es el que se conoce como “modelo estandar de la consolidacion” y el segundo,
considerado como la fuente de réplicas y discusiones es el propuesto por Nadel y Moscovitch en
1997 denominado “teoria de la traza multiple de memoria”.

B.1.- Modelo Estandar de la Consolidacion de la Memoria

Segun el modelo estandar (Dudai, 2004; McGaugh, 2000; Squire y Alvarez, 1995), la
consolidacién de la memoria comienza cuando la informacion, registrada inicialmente en la
neocorteza, es integrada por el complejo hipocampal (CH) y los I6bulos temporales mediales
(LTM) asi como las estructuras relacionadas en el diéncefalo para formar un rastro de la memoria
que consiste en un ensamble de neuronas complejas del sistema hipocampal y neocortical

(Moscovitch, 1995, 2000). Este blindaje inicial dentro de un rastro de memoria implica los



procesos a corto plazo, los cuales suceden dentro de segundos, mientras que otros procesos
pueden tomar minutos o dias, constituyendo lo que se conoce como consolidacion sinaptica o
cohesion rapida (Dudai, 2004; Moscovitch, 1995).

La existencia de esta consolidacion sinaptica no es motivo de discusion. De hecho, mucho
se ha aprendido sobre sus bases (molecular, celular y neuroquimica) y que se mantiene de forma
similar a través de las especies y a través de diversos sistemas de memoria en la misma especie
(Kandel, 2001; McGaugh, 2000, 2004). Existe ademas un proceso consolidativo prolongado o lo
gue se conoce como “consolidacion de sistemas” (Burnham, 1904; Dudai, 2004; Franklyand
Bontempi, 2005) el cual se cree puede durar meses e incluso décadas.

Segun el modelo estandar, durante este proceso, el CH, los LTM y las estructuras
relacionadas son necesarias para el almacenaje y la recuperacion de la memoria, pero su
contribucion disminuye mientras que procede la consolidacién, hasta que solo la neocorteza (y
posiblemente otras estructuras hipocampales) es capaz de mantener el rastro de la memoria
permanente y de mediar su recuperacion. Asi, el CH y los LTM son considerados por el modelo
estandar como sistemas temporales de la memoria, necesarios para almacenar y para recuperar
memorias solamente hasta que la consolidacion prolongada esté completa. El tiempo que toma
para que la consolidacion se complete corresponde al grado temporal de la amnesia retrograda
después de las lesiones del CH, los LTM vy el diéncefalo (conmociones cerebrales, lesiones en la
cabeza, choques electroconvulsivos, etc.), o de la administracién de los agentes farmacologicos
que interrumpen la permanencia de la memoria.

En contraste con la consolidacion sindptica, estamos no solamente lejos de entender los
mecanismos que median la consolidacion de sistemas pero, como veremos, la misma existencia
de este proceso esta en duda, por lo menos para algunos tipos de memoria. En los afios 60, la
discusion central referente a la validez del modelo estandar se cristaliz6 ya claramente en un
trabajo con pacientes amnésicos (Warrington y Weiskrantz, 1970; Warrington y Sanders, 1971).

El debate continla centrandose en cuatro preguntas. 1. ;Qué tipos de memoria estan
implicadas?, 2. ¢Que estructuras neuroanatémicas de los lobulos temporales intermedios y el
diencéfalo estan implicadas?, 3. ¢Cual es el grado y la duracién de la amnesia retrégrada, e
implicitamente, de la consolidacién, y cémo es afectada por la localizacién de la lesion y el tipo
de la memoria?, 4. ;Qué otras estructuras fuera de los lobulos temporales intermedios y del

diencéfalo contribuyen a la retencién y a la recuperacién de la memoria? Estas interrogantes



presuponen la existencia de diversos sistemas de la memoria con diversas reglas de operacion y
diversos substratos neuroanatomicos; sin embargo adn no estd claramente definido cuél es el

mecanismo adecuado o si en verdad ambos sistemas estan ligados en una misma tarea.

B.2.- Teoria de la Traza Multiple de Memoria: una alternativa al Modelo Estandar

El establecimiento y el mantenimiento de las representaciones episodicas y semanticas a
largo plazo involucran a las estructuras del complejo hipocampal y la neocorteza. Por més de 50
afios reind una vision particular de cémo las estructuras hipocampales y neocorticales
interactuaban para llevar a cabo esa tarea. Es asi que se pensaba que la informacion sobre un
episodio se codificaba a través de conjuntos de vias neurales neocorticales e hipocampales. La
explicacién dada, era que dentro de la neocorteza, los componentes de un episodio particular se
representan en conjuntos de vias neurales fisicamente separadas, puesto que implican diversas
clases de contenido (e.g., vista, sonidos, olores) por lo que esta separacion fisica ocasiona un
problema con respecto a la recuperacion subsecuente de la memoria para este episodio.

Actualmente Nadel y Moscovitch (1997) propusieron lo que parece ser una alternativa
para tal explicacion, este particular punto de vista fue denominado “Teoria de la traza multiple de
memoria” (MTT)? Segln esta teoria, el complejo hipocampal (y posiblemente el diencéfalo)
codifica rapidamente toda la informacion aprendida conscientemente (Moscovitch y Umilta,
1990; Moscovitch, 1992) mientras que las neuronas neocorticales representan esa experiencia en
un rastro de la memoria. Esta informacion se codifica pobremente en una red distribuida de las
neuronas del complejo hipocampal que actGan como un indicador, o dan la sefial a las neuronas
para que representen la informacion aprendida (Teyler y DiScenna, 1986). Un trazo de memoria,
por lo tanto, consiste en un ensamblaje de neuronas neocorticales y del CH y los LTM (y
posiblemente del diencéfalo) que representan en la memoria el acontecimiento experimentado
conscientemente. La formacion y la consolidacion de éstos trazos, o su cohesién (Moscovitch,
1995), es relativamente répida, durando segundos o en la mayoria de los casos dias.

En este modelo, no hay un proceso prolongado de la consolidacion, como el modelo

estandar afirma, que consolida lentamente el componente neocortical del rastro de la memoria, de

2 Por sus siglas en inglés Memory Trace Theory, MTT.



modo que con el tiempo ese rastro se vuelve independiente del CH y los LTM. En su lugar, cada
Vez que se recupera una vieja memoria, se crea un nuevo rastro mediado hipocampalmente, de
modo que las viejas memorias son representadas por uno o mas de un trazo hipocampo-
neocortical mas fuerte, siendo menos susceptibles a la interrupcién de memorias recientes, por
dafo cerebral. Es por ello que debido a que la memoria autobiografica se distribuye en el CH, el
grado y la severidad de la amnesia retrograda se relacionan con el grado y la localizacion de la
extension del dafio al sistema hipocampal (Moscovitch, 1995).

Mientras que cada rastro autobiografico de la memoria es Unico, la creacion de rastros
multiples relacionados, facilita la extraccion de la informacion mediada neocorticalmente, y que
se comparte con otros episodios. Esta informacion entonces se integra con conocimiento previo
para formar las memorias semanticas que pueden existir independientemente del CH y los LTM.
Asi, el conocimiento sobre el mundo, sobre la gente y los acontecimientos adquiridos en el
contexto de un episodio especifico se separan del episodio y se almacenan en ultima instancia
independientemente de él. Sin un sistema hipocampal confiable, la adquisicion de la memoria
semantica es lenta y fortuita, por lo menos en la edad adulta. Es posible, sin embargo, que en la
nifiez, las estructuras que median la memoria semantica, tal como los procesos implicados en el
aprendizaje de idiomas, puedan formar nuevas representaciones facilmente sin la direccion del
hipocampo (Vargha-Khadem et al., 1997).

Con respecto a la memoria espacial, la pregunta es si el hipocampo es crucial para la
retencion y la recuperacion de la informacion alocéntrica o espacial, sin importar que tan largo
sea el proceso que toma para hacerlo. Segun la teoria del modelo cognoscitivo, el hipocampo es
crucial, y proporciona el contexto espacial de la memoria autobiografica. Otra vision, menos
congruente con la formulacion inicial de la teoria el modelo cognoscitivo, pero absolutamente
compatible con MTT, es aquella que sefiala que la informacion espacial episédica que esta ligada
directamente con la re-experimentacion de un acontecimiento, es mediada por el hipocampo
(Moscovitch, 1995).

La evidencia apoya la existencia de un sistema unificado para la memoria episddica,
seméntica y espacial basada en MTT, desafiando muchos de los paradigmas basicos del modelo
estandar de la consolidacion. Por ejemplo, las memorias episddica y espacial se han relacionado
una con otra y se han sefialado como un reflejo de la funcién del mismo substrato hipocampal
(Burgess et al., 2001, 2002; Cohen y Eichenbaum, 1993; Eichenbaum, 2001; OKeefe y Nadel,



1978). Diversos estudios en neuroimagen sefialan que la retencion y recuperacion de la memoria
episddica autobiogréafica, depende del hipocampo (Addis et al., 2004a; Corkin, 2002; Fujii et al.,
2000; Gilboa et al., 2004; Maguire, 2001a y b; Maguire y Frith, 2003; Nadel y Moscovitch, 1997;
Piolino et al., 2003; Ryan et al., 2001; Sanders y Warrington, 1971), mientras que las memorias
semanticas son moduladas por el hipocampo, pero pueden sobrevivir sin él (Fujii et al., 2000;
Manns et al., 2003; Westmacott et al., 2004b).

Esto contradice a la opinidn tradicional, respecto a la idea de que el papel del complejo
hipocampal en la memoria estd limitado temporalmente para todas las memorias, siendo
necesario solamente hasta la consolidacién del rastro o engrama de la memoria en la neocorteza
(Bayley et al., 2003; Haist et al., 2001; Milner et al., 1998; Squire et al., 2004). Segun la nueva
teoria, basada en MTT, las vivencias y las experiencias de cada suceso representadas en la
memoria episddica, mas que su contenido semantico, son considerados los factores cruciales
asociados a la activacion hipocampal (Aggleton y Brown, 1999; Eldridge et al., 2000; Fortin et
al., 2004; Holdstock et al., 2002a; Moscovitch y McAndrews, 2002; Ranganath et al., 2004).

Si uno de los dos sistemas es correcto o bien ambos subsisten en diferentes momentos del
aprendizaje, almacenamiento y recuperacion de la memoria (en sus diversas variantes), parece ser
el tema mas reciente de discusion entre los investigadores, por lo que la respuesta podria
encontrarse de nueva cuenta en los avances tecnologicos, es asi que con la aparicion de nuevas
técnicas computacionales y de neuroimagen se pretende brindar una comprension mas clara del
papel que juegan diversas estructuras como el hipocampo y la neocorteza en uno y otro sistema,

tanto para la memoria episddica como para la memoria semantica.

C. CONSIDERACIONES ANATOMICAS Y FUNCIONALES ACERCA DE LA
CORTEZA INSULAR

La manera en que el Sistema Nervioso construye la memoria permanente, duradera, es
aun en nuestros dias uno de los enigmas mas intrigantes para los investigadores en neurociencias.
Aunque se trata de un proceso bastante desconocido, la mayoria de los neurocientificos creen que
el cerebro reorganiza en etapas sucesivas la informacion inicialmente aprendida hasta que, al

cabo de cierto tiempo, ésta se consolida.



Las diferentes teorias acerca de las estructuras, procesos y representaciones del sistema
de memoria, han sido revisadas ampliamente y han sido claramente resumidas por diversos
autores. Las primeras observaciones sobre la localizacion anatémica de la memoria se basaron, en
su mayor parte, en el estudio de pacientes epilépticos graves como modelo bioldgico. A estas
investigaciones se afadio la experiencia clinica y el desarrollo de otras ciencias afines que
permitieron acumular un mayor volumen de conocimientos sobre los procesos cognitivos.

Actualmente, las principales regiones que se sabe estan involucradas en los procesos de la
memoria son los lébulos frontales y temporales sobre todo el anterior, el tadlamo, la
circunvoluciéon del cingulo, los ganglios basales, el hipocampo, la amigdala, los cuerpos
mamilares del hipotdlamo, los nucleos anterior y mediodorsal del tadlamo, los nucleos del septo y
la corteza entorrinal (Casanova-Sotolongo et al., 2004).

Por otra parte existe una estructura que parece formar parte de este complicado sistema
que conforma el sustrato anatomofisiolégico de la memoria: la corteza insular (Cl). Esta corteza
ha llamado la atencion recientemente, ya que diversos estudios sefialan que juega un papel activo
en el proceso de aprendizaje y memoria.

Poco se sabe sobre la anatomia funcional de la Cl. Sin embargo existen estudios
experimentales que sugieren una organizacion de las conexiones insulares de las diversas
regiones citoarquitectonicas, relacionada con dominios funcionales dentro de la insula. Estudios
electrofisiologicos recientes en humanos, han demostrado la existencia de una organizacién
anterior-posterior dentro de la corteza insular, mientras que la investigacion a través de
neuroimagen sefiala que la parte anterior de la corteza insular correspondiente a la capa agranular
estd involucrada en funciones emocionales, asi como que la parte posterior de la corteza que
corresponde a la corteza granular responde principalmente a sintomas viscerales (Dupont et al.,
2003).

El I6bulo insular corresponde al quinto 16bulo del cerebro humano incluyendo las areas
13 a 16 de Brodmann. La insula es un area triangular, se encuentra en el surco lateral, cubierto
por el opérculo (que consiste en las partes operculares de los l6bulos frontales, parietales y
temporales en el piso de la cisura de Silvio) que cubre la insula y forma simultdneamente los
labios del surco lateral (Augustine, 1996) constituyendo, desde el punto de vista anatdmico y
fisioldgico, un complejo centro de conexion entre el sistema limbico y la neocorteza (ver figura

3a y b). Las caras de la corteza insular se ubican lateralmente y forman la pared intermedia del



compartimiento operculoinsular. Estd separada del I6bulo frontal y parietal asi como de los
opérculos temporales por un surco llamado el surco circular (Warwick y Williams, 1973;
Williams, 1995). Este surco se conoce como “el surco limitante” porque rodea la periferia de la
corteza insular. En su forma es mas triangular debido a la configuracién piramidal de la insula
(Tanriover et al., 2004).

El surco tiene tres porciones: anterior, superior e inferior. Su frontera anterior, designada
surco limitante anterior, en su extremo inferior es ascendente y se dirige hacia delante y arriba, en
la profundidad de las partes orbitales del opérculo frontal. EI borde superior, o surco limitante
superior, esta orientado horizontalmente. Se extiende por debajo del opérculo frontoparietal,
desde el extremo superior del surco limitante anterior (en el limite anterosuperior de la insula)
hasta el extremo posterior del surco limitante inferior.

En lo que se refiere a su anatomia, el 16bulo de la insula esta constituido por un numero
variable de pequefias circunvoluciones (entre cuatro y seis), localizadas en la base de la cisura
lateral y en el fondo de la cisura silviana; estd delimitado de los opérculos frontal, parietal y
temporal por los surcos limitantes superior e inferior (surco circular) y dividido en dos porciones
por el surco insular central: anterior (incluye el limen insulae) y posterior (Ture et al., 1999;
Varnavas y Grand, 1999). Guarda una estrecha relacion con la arteria cerebral media, de la cual
recibe el aporte vascular, a través de sus ramas perforantes (Zhang et al., 1999).

Las dos estructuras importantes situadas en la insula incluyen el poste y el apice. El poste
insular esta situado en el borde anteroinferior de la insula, donde tres circunvoluciones cortas
convergen para formar un érea lateral hacia el limen. El &pice insular es el area de proyeccion
lateralmente mas alta y prominente en la convexidad insular. Esta situado arriba y detras del
poste en las circunvoluciones cortas, generalmente en la circunvolucién corta medial. EI extremo
profundo del margen anterior del poste esta conectado con la circunvolucion posterior del I6bulo
frontal por la circunvolucion de la insula (Ture et al., 1999).
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Fig. 3A.- Eferencias de la corteza insular. La capa agranular anterior de la insula (la) proyecta
hacia el cingulo anterior (areas 24a y24b), la corteza entorrinal, la parte ventromedial y ventral
del estriado y la corteza periamigdaloide. La capa disgranular central (Id) envia proyecciones al
I6bulo frontal (area frontal F6, area motora presuplementaria, opérculo frontal, corteza frontal
granular ventral, corteza orbitofrontal), el area somatosensorial secundaria, el surco superior
temporal, el estriado medial ventral, el cuerpo amigdaloide y la corteza entorrinal y perirrinal. La
capa granular posterior (1g) proyecta hacia la corteza frontal (area frontal F3, y la corteza frontal
granular ventral), la corteza temporopolar, area somatosensorial secundaria y el estriado
dorsolateral (Dupont et al., 2003).
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Fig 3B Aferencias de la corteza insular. La capa la recibe aferencias de la corteza entorrinal, el
estriado medial ventral, el &rea hipotalamica lateral y el nicleo taldmico mediodorsal. La capa Id
recibe aferencias del surco superior temporal, el talamo parabraquial y basal ventral y la corteza
entorrinal. La capa Ig recibe aferencias de el surco superior temporal, el estriado dorsolateral, la
parte basolateral del cuerpo amigdaloide the lateral, el parabraquial, el ndcleo
ventroposteromedial del tAlamo y la corteza entorrinal (Dupont et al., 2003).

Segun su definicidn citoarquitectonica, forma parte del sistema paralimbico o0 mesocorteza
(region donde la alocorteza agranular se transforma en isocorteza granular), que estéd integrado
por la corteza olfatoria piriforme, la corteza orbitofrontal, la corteza temporopolar y la region
insular (Ture et al., 1999).

La localizacién anatémica profunda de la corteza insular junto con la vascularizacion
densa en la cisura de Silvio explica porqué la insula ha sido objeto de estudio con muy poca
frecuencia en los seres humanos, por lo que el avance en la comprension de la localizacion y
funcionalidad de esta estructura se basa sobre todo en los estudios realizados en animales
(Augustine, 1996).



C.1.- CAPAS Y CONEXIONES

La CI de la rata se situa en el I6bulo temporal correspondiendo a las areas 13 y 14 de
Krieg y ha estado implicada en la adquisicion y el almacenaje de diversas tareas aversivas, como
el condicionamiento de aversion a los sabores (CAS), el laberinto espacial y la El (BermUdez-
Rattoni et al., 1991, 1995; Brown et al., 1982; Escobar et al., 1989) y esta definida como un area
ubicada en el I16bulo temporal de la rata, que abarca desde la corteza frontal lateral y la corteza
perirrinal en direccién rostro caudal, y en la porcion mas ventral de la corteza somatomotora a la
corteza piriforme en la direccion dorso ventral (Saper, 1982a) (Ver figura 4). La corteza insular
ha sido referida como una corteza visceral dado que recibe informacién tanto gustativa como
visceral proveniente del talamo y esta involucrada en reacciones autonémicas y de respuesta al
estrés; asimismo diversos estudios han reportado que la CI recibe informacion convergente del
sistema limbico asi como estimulacion primaria sensorial que no ha sido vista en otra area de la
corteza cerebral (Bures et al., 1998).

Las conexiones a la CI que provienen principalmente del sistema limbico y que son de
gran relevancia para la integracion de procesos asociativos, son las aferencias de la amigdala, el
nicleo dorso medial del talamo y la corteza prefrontal. Se ha demostrado que las conexiones
entre la amigala y la corteza insular son reciprocas; ademas las proyecciones corticales a la
amigdala llevan informacién cognitiva involucrada en procesos emocionales y motivacionales.
(Kapp et al., 1985), lo cual ha sido corroborado en recientes hallazgos que involucran a la Cl en
procesos asociativos en humanos como la ejecucion de tareas bajo programas de reforzamiento,

moldeamiento, imitacion y reproduccion motora (Ghaem et al., 1997).

Fig. 4. Topografia del area insular en la corteza cerebral de la rata. Al) campo anterior principal;
P1) campo posterior principal; DI) campo dorsal adicional; VI, campo ventral adicional; OF,
corteza orbitofrontal; FPa, corteza frontoparietal; Prh, corteza perirrinal; sra, region anterior del
surco rinal; srp, region posterior del surco rinal (Aleksandrov yFedorova, 2003).



La capa agranular (AG), es llamada asi por su estructura laminar indistinta y carencia
evidente de células radiadas (del granulo) prominentes en las capas de la entrada cortical. Es la
parte de la insula que rodea la corteza prepiriforme, el sitio primario de la entrada olfativa a la
corteza. Atraviesa las porciones intermedias del poste temporal, circunvolucion caudal
orbitofrontal y la porcion anterior ventral de la insula. Esta porcion de la insula y de la corteza
adyacente responde a los reforzadores primarios del olor en seres humanos y animales (Critchley
y Rolls, 1996; Dade et al., 2002). Esta conectada con la corteza orbitofrontal intermedia (Baxter
et al., 2000; Rolls, 2004; Wallis et al., 2001) y también envia y recibe proyecciones de la insula
media, el cingulo anterior pericalloso y de los I6bulos temporales intermedios.

La CI se divide en regiones a lo largo del eje anterior-posterior y en diversas zonas que se
distinguen por la densidad de células granulares en las capas Il y IV. En primer lugar, la Cl
anterior que tiene las zonas granular, disgranular y agranular, se proyecta hacia la corteza motora
y el ndcleo accumbens (Shi y Casell, 1998a). Caudalmente se encuentran dos &reas sensoriales
insulares relacionadas, la corteza insular posterior y parietal, ambas con zonas granulares,
disgranulares y agranulares. La CI posterior recibe la entrada del tAdlamo gustativo y del complejo
parabranquial, asi como proyecciones de la Cl anterior y a la extensién amigdalina (Shi y Casell,
1998a, 1998b).

En cuanto a sus implicaciones funcionales, diferentes estudios en animales y humanos en
los que se han utilizado diversas técnicas, tales como la resonancia magnética funcional (RMf) y
la tomografia por emision de positrones (PET), demuestran la multiplicidad de conexiones,
aferentes y eferentes, con la neocorteza, sistema limbico, tdlamo, ganglios basales, capsula
interna e hipotalamo, lo cual explica el amplio espectro funcional del I6bulo de la insula
(Augustine, 1985; Saper, 1982a). Sus relaciones anatomo-funcionales mas relevantes se resumen

en los siguientes puntos:

1. Area primaria sensitiva y motora visceral autonémica (estimulos gustativos, peristaltismo,
presion arterial).

2. Area motora suplementaria.

3. Informacion auditiva y somatosensorial.

4. Funciones del lenguaje.



5. Area de relevo entre las experiencias empiricas, su componente afectivo y el

comportamiento.

La insula ha sido considerada parte del cerebro emocional y viscerosensorial (Janig y
Habler, 2002; MacLean, 1955), con papeles multiples en la regulacion fisioldgica y la
homeostasis psicolégica (Flynn et al., 1999). La insula y el opérculo circundante contienen una
representacion cortical primaria del olor y el gusto (Francis et al., 1999; Rolls, 1996),
viscerosensacion (Craig, 2002) y percepcion del dolor (Coghill et al., 1999; Davis et al., 1998).

La corteza insular es un nucleo autonémico del cerebro anterior basal implicado en la
integracion de la informacion sensorial y visceral de los receptores periféricos (Saper, 1982b).
Esta region de la corteza recibe informacion visceral aferente, organizada topograficamente y
contenida en el nervio vago, proveniente de una variedad de nucleos subcorticales implicados en
el control autondmico (Cechetto y Saper, 1987; Yasui et al., 1991). Ademas, se ha demostrado
que la corteza insular tiene una conectividad eferente con estos sitios autonémicos (Cechetto y
Saper, 1987; Yasui et al., 1991) y una proyeccion bilateral entre la corteza insular y el ndcleo
parabranquial de la rata (Bernard y Besson, 1991; Saper, 1982b; Shipley y Sanders, 1982). La
inactivacion temporal unilateral de la corteza insular usando lidocaina, o la obstruccion de la
arteria cerebral media en la rata y el gato han demostrado la presencia de un dafio en el miocardio
y la presencia de arritmias cardiacas concomitante a una elevacion en la norepinefrina del plasma
(Cechetto et al., 1989; Hachinski et al., 1992; Oppenheimer, 1990; Zucker et al., 1995).

La corteza insular recibe entradas de multiples sistemas sensoriales (ver figura 5) y de los
receptores que supervisan el balance de electrolitos y de los fluidos corporales y la presion
arterial (Cechetto, 1994; Cechetto y Saper, 1990; Hanamori et al., 1998; Saper, 1982a; Zhang et
al., 1999; Zhang y Oppenheimer, 2000). Esta entrada sin embargo, se retransmite a una red que
implica el nucleo del tracto solitario (NTS), el complejo parabranquial y el tdlamo ventromedial
(Allen et al., 1991; Saper, 1982). Las salidas de la Cl se dirigen a la amigdala, al nucleo
accumbens, al hipotdlamo y a las estructuras pontinas y medulares (Shi y Casell, 1998a).
Diversos estudios implican también a la corteza insular en la aversién del gusto a la sacarinay a
muchos otros sabores (Bermudez-Rattoni y McGaugh, 1991; Braun et al., 1981; Cubero et al.,
1999; Grill y Berridge, 1985; Schafe y Bernstein, 1998).
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Figura 5.-Estructuras cerebrales involucradas en el procesamiento de la informacion gustativa.
(Modificado de Yamamoto et al., 1998)

La CI tambien estd implicada en el control de funciones cardiovasculares (Oppenheimer y
Cechetto, 1990; Yasui et al., 1991) y envia fibras de proyeccion al hipotalamo posterolateral
(HPL) (Allen y Cechetto, 1993; Saper et al., 1982; Yasui et al., 1991). Ademas, se ha sugerido
que las proyecciones del nucleo amigdaloide central al HPL, median los componentes
cardiovasculares de las respuestas condicionadas del miedo (LeDoux et al., 1988). Estos datos
sugieren que la Cl y el nucleo amigdaloide central ejercen sus influencias en la regulacion de
funciones cardiovasculares a través de conexiones desde la Cl hasta el ndcleo del tracto solitario
a través del hipotalamo posterolateral.

Las porciones anterior y posterior de la corteza insular se consideran un &rea cortical del
gusto y un area sensorial visceral, respectivamente (Cechetto y Saper, 1987, 1990; Hanamori et
al., 19973, b, 1998a, b; Ogawa et al., 1990; Yamamoto et al., 1980b). Sin embargo, las funciones
y las conexiones neuronales en la corteza insular todavia no estan descritas en su totalidad.
Algunos estudios electrofisiol6gicos han demostrado que la estimulacion eléctrica de la corteza
insular tiene un efecto (principalmente inhibitorio) sobre la actividad neuronal en el nucleo
talamico del gusto (Ogawa y Nomura, 1988; Yamamoto et al., 1980a).

El 16bulo de la insula tiene numerosas conexiones con la corteza cerebral, ganglios
basales y estructuras limbicas que han sido estudiadas ampliamente en primates y roedores
(Yasui et al., 1991). Evolutivamente, la capa agranular, las porciones adyacentes del poste

temporal y de la corteza orbitofrontal fueron desarrolladas para la quimiorecepcion avanzada y la



asociacion de estados del comportamiento (ingesta y evitacion de ambientes o de alimentos
nocivos) con las representaciones quimioreceptivas particulares. Asi se gand el titulo de la
corteza del prepiriforme o de la corteza olfativa primaria. Sus origenes evolutivos sugieren que la
insula agranular puede ser parte de un sistema para evaluar reforzadores primarios y para
determinar estados de motivacion adecuados.

La corteza insular agranular rostral (CIAR), la corteza orbital ventrolateral, la corteza
prefrontal intermedia, y el nacleo accumbens pertenecen a los circuitos ventrales del cerebro
anterior basal (partes mesolimbicas/mesocorticales) que estan implicados en el comportamiento
ante el dolor, la cognicion, la motivacion y el estado de animo (Backonja y Miletic, 1991;
Backonja et al., 1994; Burkey et al., 1996; Burkey et al., 1999; Goldman-Rakic, 1998; Hardy,
1985; Larisch et al., 1997; Suhara et al., 1992; Watanabe et al., 1997; Zhang et al., 1997). En
todas estas areas, se ha visto que la dopamina desempefia un papel modulador en la actividad
neuronal local. La evidencia actual demuestra que la dopamina inhibe la actividad nerviosa
espontanea y evocada en la corteza frontal, y hay evidencia que apoya la idea de que esta
inhibicidn es mediada por neuronas GABAGérgicas (Ferron et al., 1984; Gerfen y Clavier, 1979;
Gratton et al., 1987; Godbout et al., 1991; Gorelova et al., 2002; Gulledge y Jaffe, 2001; Mora et
al., 1976; Parfitt et al., 1990; Penit-Soria et al., 1987; Peterson et al., 1990; Pirot et al., 1992;
Urbano et al., 2002; Yang y Seamans, 1996).

La CIAR, contiene neuronas piramidales grandes en la capa 5 que poseen receptores
gabaérgicos (Margeta-Mitrovic et al., 1999). Aunque es probable que éstas sean neuronas de
proyeccién, no hay informacion sobre cual pudiera ser el blanco de estas células. En vista del
papel desempefiado por la CIAR en el circuito nociceptivo (Jasmin et al., 2003), es importante
saber si cualesquiera de estas neuronas del receptor de GABA proyectan a las areas del cerebro
que alteran selectivamente el comportamiento ante el dolor (ver figura 5). Las &reas que reciben
aferentes de la CIAR incluyen los nucleos talamicos intermedios, el hipotdlamo lateral, el area
tegmental ventral, la corteza del cingulo, la corteza prefrontal intermedia, el area parabranquial
lateral, el accumbens y la amigdala (Allen et al., 1991; DeFelipe et al., 1985; Gerfen y Clavier,
1979; Hurley et al., 1991; Kapp et al., 1985; Krettek y Price 1977a, 1977b; Leonard, 1969;
Negyessy et al., 1998; Petrovich et al., 1996; Saper, 1982b; Shi y Cassell, 1998).
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Figura 6. Division anatomica de la corteza insular en el humano. Capa agranular ventral anterior,
representada en rojo; capa disgranular anterior dorsal y opérculo frontal adyacente, en amarillo;
insula medial, en color azul; opérculo parietal adyacente en verde. Las flechas muestran un
diagrama de los patrones de proyeccion para las regiones posteriores y anteriores. ACC, cingulo
anterior; MidC cingulo medio; LPFC, corteza prefrontal lateral; TP, polo temporal; Amy,
amigdala; PHPC, corteza parahipocampal; STG giro superior temporal (Mesulam y Mufson,
1982a).

La capa agranular anterior de la insula, proyecta principalmente en &reas anteriores del
cingulo, a la corteza del entorrinal, a la parte ventromedial del striatum ventral y a la corteza
periamigdaloide. De igual forma, recibe aferencias de la corteza entorrinal, del estriado ventral
intermedio y también del area hipotalamica lateral y del nacleo mediodorsal del tdlamo (Mesulam
y Mufson, 1982b).

La porcion superior de la insula anterior es disgranular (ver figura 6), con una estructura
laminar incompleta y una citoarquitectura intermedia entre la paleocorteza agranular y la
neocorteza completamente desarrollada (Mesulam y Mufson, 1982a). Aunque no se ha
distinguido de otras partes de la insula anterior, esta region se activa comunmente en las tareas
que requieren el control ejecutivo de la atencion, incluyendo las que requieren la manipulacién de
la informacion en la memoria de trabajo (Wager y Smith, 2003), respuestas inhibitorias, la
atencion (Nee et al., 2004) y el sentido de direccion (izquierda-derecha) al presionar un botén o
mover una palanca (Wager et al., 2004).

La porcion central de la insula es también disgranular, y esta conectada sobre todo con
areas vecinas de la insula. El banco superior de la insula posterior contiene la corteza sensorial
primaria para el dolor (Craig et al., 2000; Craig, 2002, 2003). Sus conexiones bidireccionales

importantes estan en el nicleo ventromedial del tdlamo, que transmiten la entrada sensorial del



cuerpo (Craig, 2002); regiones mdltiples del cingulo anterior y medio (Mesulam y Mufson,
1982b; Mufson y Mesulam, 1982).

Finalmente, la capa granular posterior (ver figura 7) proyecta fibras eferentes a la corteza
frontal, a la corteza temporopolar, al area somatosensorial secundaria, al estriado dorsolateral y al
area retro-insular. Recibe proyecciones aferentes de la corteza somatosensorial primaria, el area
retro-insular, el surco temporal superior, el striatum dorsolateral, el ndcleo lateral de la parte

basolateral del cuerpo amigdaloide y la porcion ventral del talamo y la corteza del entorrinal.

Figura 7.- Representacion de las capas de la corteza insular en rata. (GI) capa granular, (DI) capa
disgranular, (Al) capa agranular (Berman et al., 2002).

Las interacciones de la amigdala basolateral y la corteza insular son importantes durante
la formacién de la memoria del CAS. Existe una conexion directa y reciproca entre la amigdala
basolateral y la ClI (Dunn y Everitt, 1988; Krettek y Price, 1977; Ottersen, 1982; Saper, 1982b;
Sripanidkulchai et al., 1984; Shi y Cassell, 1998). La estimulacién de la amigdala basolateral
afecta la respuesta de las neuronas de la Cl (Yamamoto et al., 1984) y la estimulacién tetanica de
la amigdala basolateral induce una potenciacion a largo plazo en la Cl ipsilateral dependiente de
la activacion del receptor de NMDA (N-metil-d-aspartato) (Escobar et al., 1998a, b; Jones et al.,
1999). La induccién de esta potenciacion a largo plazo en la proyeccién BLA-CI antes del
entrenamiento del CAS incrementa la retencion de esta tarea (Escobar y Bermuldez-Rattoni,
2000). La implicacién de la Cl en la formacion de la memoria del CAS requiere una actividad
intacta en el BLA (Miranda y McGaugh, 2004). Por otra parte, las lesiones reversibles o

permanentes en la Cl y la BLA inducen una debilitacion mas fuerte del CAS, que si se lesionara



unicamente una sola de esas estructuras por separado (Bielavska y Roldan, 1996; Buresova,
1978; Gallo et al., 1992; Gutierrez et al., 1999a; Yamamoto, 1993; Yamamoto et al., 1995).

D. EL PAPEL DE LA CORTEZA INSULAR EN LOS PROCESOS DE APRENDIZAJE Y
MEMORIA

Las conexiones entre la corteza insular agranular anterior y las estructuras limbicas
(corteza del cingulo, corteza entorrinal y estriado ventral), favorecen la participacion de la corteza
insular anterior en la integracion de las emociones y del comportamiento y pueden explicar la
correlacion metabdlica entre los sintomas emocionales y la parte anterior de la insula. Ademas
existen dos tipos de conexiones entre la corteza insular granular posterior y estructuras corticales
y subcorticales que pueden explicar la correlacion metabdlica entre los sintomas viscerales
ascendentes y la parte posterior de la insula: (1) por un lado, las conexiones con el parabranquial
y el tdlamo ventrobasal, por ser donde residen sitios de relevo para la informacion visceral
aferente; y (2) por el otro conexiones con las cortezas somatosensorial primaria y secundaria y los
opérculos parietales que sugieren que la corteza insular posterior esta implicada en una red difusa
que involucra a la unién parietotemporooccipital ipsilateral (Dupont et al., 2003).

Estudios recientes sefialan que los blancos corticales del tallo cerebral visceral y de los
centros gustativos forman un sistema distribuido de la memoria que codifica acontecimientos
sensoriales bioldgicos (Braun, 1989; Rolls, 1994). Dentro de este sistema, la capacidad de los
animales para codificar las sabores especificos parece depender de una region de la corteza
insular centrada en la arteria mediana sobre el surco rinal, designada como la corteza gustativa
(CG) (Braun et al., 1982; Kosar et al., 19864, b).

La mejor evidencia para esta afirmacion proviene de estudios que demuestran que un
dafio en esta region atenua fuertemente el impacto del condicionamiento de aversion a los
sabores, en cuanto al valor incentivo de alimentos y de liquidos (Braun et al., 1982; Braun, 1989).
Ademas, lesiones de la corteza gustativa producen un déficit en la ejecucion de una tarea que
involucra la toma de decisiones, debido a una falla para codificar la relacion causal entre una

accion y sus consecuencias especificas (Balleine, 1992; Balleine y Dickinson, 1998).



A nivel conductual uno de los modelos mas utilizados para evaluar el papel de la corteza
insular en el aprendizaje y la memoria, es el CAS. Existe amplia evidencia que implica a la
corteza insular en la aversion del gusto al sodio (Bermudez-Rattoni y McGaugh, 1991; Braun et
al., 1981; Cubero et al., 1999; Grill y Berridge, 1985) demostrando que lesiones en la corteza
insular dan lugar a una ingesta creciente (de sodio) en pruebas de preferencia de sabores.

Durante el CAS la rata reacciona ante la ingesta de un sabor novedoso activando una
cascada de sefializacion regulada por la proteina cinasa 1,2 (ERK1-2) en CI; mientras que la
ingesta de un sabor que le resulta familiar no tiene efecto alguno. Més aun la activacion de
ERK1-2, culmina con la modulacion de la expresion de genes, indispensables para codificar la
memoria de largo plazo, pero no la de corto plazo, en este caso lo que Ilamamos memoria de
sabores novedosos (Berman et al., 1998).

En un estudio realizado por Ragozzino y Kesner (1999), se probd el efecto de la
microinyeccion en la corteza insular de agonistas y antagonistas de neurotransmisores y de
neuromoduladores identificados en la activacion de ERK1-2 ante un sabor novedoso y en la
codificacion de la memoria gustativa. La activacion de ERK1-2 fue seleccionada como correlato
molecular de la formacién de la memoria porque conduce a la activacion del factor de
transcripcion EIk-1 en la corteza insular, y su bloqueo en esta corteza previene la formacion de la
memoria gustativa (Berman et al., 1998).

Es asi que, mientras la formacidén de la memoria del gusto en la corteza insular puede
interrumpirse por la perturbacion de multiples tipos de receptores para neurotransmisores, sélo un
subgrupo de estos receptores es requerido en la adquisicién de la memoria pero no en su
recuperacion. Ademas, solo las vias de entrada glutamatérgicas y colinérgicas funcionan
especificamente en la activacion ante estimulos novedosos, dependientes de ERK1-2 en la
corteza insular. Los datos también sugieren que el nivel de actividad basal de ERK1-2 en la
corteza insular se mantiene por el equilibrio entre las entradas glutamatérgicas, dopaminérgicas y
GABAérgicas (Ragozzino y Kesner, 1999). Se ha demostrado que, aungue los sistemas multiples
de neurotransmisores en la corteza insular son necesarios para el aprendizaje gustativo y el CAS,
se diferencian en la especificidad de su efecto sobre la memoria; y que la activacion de ERK1-2
en la corteza insular ante un sabor novedoso es dependiente especificamente de la activacién de

receptores muscarinicos de la acetilcolina (MAChRs) (Ragozzino y Kesner, 1999).



Diversos estudios demuestran que las lesiones o las manipulaciones farmacologicas en la
corteza insular deterioran la formacion de la memoria de condicionamiento al sabor. La
activacion del sistema colinégico en CI esta implicada en la adquisicion de la memoria del gusto,
mientras que el sistema glutamatérgico, via la activacion de los receptores del NMDA, parece
estar mas relacionado a la asociacion del malestar ocasionado por ingesta de determinado sabor y
la consolidacion de la memoria del CAS (Bermudez-Rattoni, 2004; Miranda et al., 2003a). De
cualquier forma la inhibicion de la sintesis de proteinas en la Cl previene el CAS, sugiriendo que
la CI participa en el almacenamiento de este tipo de memoria (Berman et al., 2003; Rosenblum et
al., 1993).

Otras investigaciones han demostrado que el blogqueo intracortical de los receptores de
NMDA interrumpe la formacion de la memoria en las fases iniciales (adquisicion y
consolidacién) pero no la retencion del CAS o la recuperacion de la memoria, sugiriendo que
estos receptores estan involucrados en los procesos tempranos que tienen lugar en la corteza
insular durante la formacion y recuperacion de la memoria por condicionamiento al sabor
(Gutiérrez et al., 1999a).

Estudios realizados aplicando un antagonista muscarinico (escopolamina) en la corteza
insular, antes o después de la presentacién de un estimulo gustativo novedoso demuestran que el
uso de escopolamina antes, pero no después, o en el intervalo entre el estimulo condicionado y el
incondicionado, produce un deterioro significativo entre la memoria de corto y largo plazo
(Ferreira et al., 2002).

Por otra parte, en el aprendizaje animal, el término inhibicion latente (IL) hace referencia
a una reduccion en la respuesta condicionada a un estimulo que ha sido preexpuesto previamente
sin ser reforzado (Lubow y Moore, 1959). Este fendmeno se reproduce facilmente en laboratorio
mediante la preexposicion en un grupo de sujetos del estimulo que posteriormente sera
condicionado; la ejecucién de este grupo se compara con la de un grupo control no preexpuesto a
dicho estimulo. Ambos grupos pueden establecer una asociacion entre el estimulo condicionado y
el estimulo incondicionado. Sin embargo, la respuesta condicionada del grupo preexpuesto sera
menor que la del grupo control, es decir, expresara inhibicion latente.

En el caso de la IL del aprendizaje aversivo gustativo, tanto la deteccion de la novedad del
estimulo condicionado como los procesos de memoria gustativa necesarios para que el estimulo

condicionado se convierta en familiar parecen depender de la corteza insular gustativa. En efecto,



se ha demostrado que la lesion de esta zona (Yamamoto et al., 1993), asi como la inhibicion de la
sintesis de proteinas en la corteza insular mediante la inyeccion de anisomicina intracerebral
(Rosenblum et al., 1993), impide la aparicion de IL sin afectar a la adquisicion de aprendizaje
aversivo gustativo.

Estudios previos con microdialisis han demostrado que se produce una liberacion de
acetilcolina, no asi de GABA o glutamato, en la corteza insular en respuesta a la presentacion de
un estimulo gustativo novedoso o durante la exposicion a ambientes novedosos que no le resultan
familiar al animal (Giovannini et al., 2001; Miranda et al., 2000, 2002); asi como que la actividad
cortical colinérgica estd involucrada en la adquisicién de la memoria de reconocimiento de
objetos (Tang et al., 1997; Warburton et al., 2003).

La infusién de glutamato en BLA, 30 minutos después del entrenamiento de aversion a
los sabores, puede activar directamente Cl via los receptores de NMDA, induciendo una entrada
visceral creciente y el almacenamiento cortical de la memoria del CAS. También se ha reportado
que la inhibicion de la sintesis de la proteina en CI previene la memoria de largo plazo del CAS,
mientras que el tratamiento similar en el BLA no tiene ningln efecto (Bahar et al., 2003; Berman
et al., 2003; Rosenblum et al., 1993). Esto sugiere que ClI, pero no BLA, almacena la memoria de
CAS.

Por otro lado, la estimulacion tetanica de BLA induce potenciacion a largo plazo en ClI
(Escobar et al., 1998a, b, 2002; Jones et al., 1999), incrementando la retencion de esta tarea
(Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000). Esto apoya el papel de BLA en la modulacién de ClI
durante la formacion de la memoria del CAS y es congruente con los resultados que indican una
modulacion de BLA sobre areas corticales en otros paradigmas de la memoria por ejemplo: la
corteza entorrinal en la consolidacion de la memoria de una tarea de EI (Roesler et al., 2002), o la
corteza prefrontal intermedia durante pruebas que involucran a la memoria de trabajo
(Roozendaal et al., 2004).

En relacién a la importancia de CI en el procesamiento de sabores y la formacion de la
memoria gustativa (Bermudez-Rattoni et al., 2004; Miranda et al., 2003a), estos resultados
sugieren que la informacion del malestar procesada por el BLA converge con la representacion
del gusto en CI para realizar la asociacioén del estimulo condicionado e incondicionado y la
consolidacion de la memoria de aversion a los sabores. Si esta activacion glutamatérgica que

viene de BLA ocurre en CI durante las primeras horas que siguen a la nueva ingesta de sabor, la



representacion del gusto se convierte en aversiva. Esto podria explicar porqué las inyecciones del
antagonista del receptor de NMDA en CI deterioran la formacién y la consolidacion de la
memoria de CAS (Gutiérrez et al., 1999b; Ferreira et al., 2002; Rosenblum et al., 1997), pero no
tienen ningun efecto en la atenuacion de la neofobia, donde la ingesta del sabor novedoso no es
seguida por ninguna consecuencia aversiva (Gutiérrez et al., 2003).

Se ha comprobado también que la infusion de un agonista muscarinico como la
oxotremorina o el 8-Br-cAMP, un analogo del segundo mensajero cAMP, favorece la
consolidacion de la memoria, en pruebas con entrenamiento en una tarea de El, cuando son
aplicados en varias regiones del cerebro, incluyendo &reas corticales. Miranda y McGaugh
(2004), investigaron los efectos del 8-Br-cAMP y la oxotremorina (un agonista muscarinico) en
la corteza insular, administrados después de un entrenamiento en pruebas de El y durante la
adquisicion y consolidacion del CAS. La infusion post-entrenamiento en Cl de 0.3 pug
oxotremorina y de 1.25ug de 8-Br-AMP incrementd la retencion de la tarea de El. Infusiones de
8-Br-AMP, pero no de oxotremorina, en CI incrementaron la retencion del CAS.

En este estudio también se examind si la actividad noradrenérgica en la amigdala
basolateral para ambos tipos de condicionamiento, era critica para el incremento en la retencion
de la memoria. En ambos casos la infusion ipsilateral de propanolol, un antagonista beta-
adrenérgico, administrado en la amigdala basolateral bloqued el efecto que la administracion de
8-Br-cAMP y oxotremorina producian en la corteza insular. Esto sugiere que dicha corteza esta
implicada en la consolidacion de la memoria en pruebas del CAS o de El, y que este efecto
requiere una actividad noradrenérgica en la amigdala basolateral.

Estos resultados son congruentes con la evidencia de que infusiones post-entrenamiento
de norepinefrina o de 8-BrcAMP incrementan la retencion de la tarea de El cuando estan
administradas en otras regiones del cerebro, incluyendo las cortezas entorrinal, parietal, del
cingulo y el hipocampo dorsal (Barros et al., 2000; Izquierdo y McGaugh, 2000; Roesler et al.,
2002). El incremento observado en la consolidacion de la memoria de EI con infusiones post-
entrenamiento de oxotremorina sugiere la participacién del sistema colinérgico en la Cl durante
la consolidacién de la memoria (Introini-Collison et al., 1989; Power y McGaugh, 2002; Power et
al., 2002) y proporcionan evidencia adicional que sefiala que la amigdala basolateral (BLA) esta
implicada en la regulacion de la consolidacion y el almacenaje de la memoria en otras regiones

del cerebro, incluyendo la Cl y que se requiere una BLA intacta para permitir los efectos de



drogas en la consolidacion de la memoria (McGaugh et al., 1996; McGaugh, 2000; Roozendaal et
al., 2001).

Experimentos en ratas con microinyecciones bilaterales de tetrodotoxina (TTX) en CI,
antes o después de ser entrenadas en una tarea de EI, muestran que la TTX produce un deterioro
en el desempefio durante la prueba de retencion realizada a las 48 hrs, lo cual sugiere que es
necesario el funcionamiento correcto de la Cl durante y después del entrenamiento para el
almacenamiento de la memoria a largo plazo. Sin embargo, TTX inyectada en CI antes del
entrenamiento deteriora, pero no previene, la adquisicién de la tarea de evitacion inhibitoria
(Myers, 1966).

Recientemente, se demostro que la estimulacion tetanica in vivo del nucleo de la amigdala
basolateral, induce potenciacién a largo plazo en la corteza insular de ratas adultas, aumentando
las respuestas sinapticas a estimulos de baja frecuencia durante un periodo de por lo menos 1 h
después de la estimulacion (Escobar et al., 1998b; Jones et al., 1999). También se encontré que la
induccion de LTP en la proyeccion amigdala basolateral-corteza insular antes del CAS
incrementa la retencion de esta tarea (Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000).

Los estudios en LTP, El y el CAS, indican que el proceso de consolidacién de la memoria
requiere una implicacién temprana de receptores glutamatérgicos-NMDA, AMPA vy de los
receptores metabotropicos regulados por neurotransmisores colinergicos y gabaergicos
(Izquierdo, 1994). Esto va seguido de una fase sensible a calmodulina dependiente de la proteina
cinasa, y mas adelante por una fase sensible a los inhibidores de la sintesis de proteinas.

Actualmente se ha avanzado mucho en dilucidar cual es el papel que juega la corteza
insular en el reconocimiento de sabores; sin embargo son pocos los trabajos en donde se le
relaciona en menor o mayor grado con la memoria de reconocimiento visual. Por ello es que
diversos investigadores se han dado a la tarea de indagar la funcién de la corteza insular en la
consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos, una tarea basada en la tendencia de
los roedores por explorar objetos novedosos que no le resultan familiares (Ennaceur y Delacour,
1988). Bermudez-Rattoni y cols. (2005) encontraron que la aplicacién de un antagonista
muscarinico como la escopolamina en la corteza insular, después del entrenamiento en pruebas
de exploracién ante estimulos novedosos, hechos en roedores, producia un deterioro en la

memoria de reconocimiento de objetos.



Este estudio fue el primero en demostrar que la infusién de escopolamina en la corteza,
inmediatamente después del entrenamiento, dafia la memoria de reconocimiento, no asi la
infusion retardada, lo cual indica una limitacién temporal en la activacion colinérgica de la
corteza insular para la consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos y es congruente
con la evidencia que sefiala un papel critico del sistema colinérgico de la corteza insular en la
consolidacién de la memoria de estimulos gustativos (Gutierrez et al., 2003a, b; Naor y Dudai,
1996).

Estos resultados proporcionan evidencia de que la Cl no esta ligada Unicamente al
aprendizaje asociativo y al reconocimiento de sabores, sino que desempefia un papel mas general
en la memoria de reconocimiento y es congruente con la evidencia de que lesiones reversibles o
permanentes de la CI producen un fuerte deterioro en la consolidacion de la El y el aprendizaje
espacial del laberinto acuatico (Bermudez-Rattoni y McGaugh, 1991; Bermudez-Rattoni et al.,
1991; Nerad et al., 1996).



I11.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como bien se ha sefialado, existe una red de estructuras temporales incluyendo a las
cortezas perirrinal, parahipocampal, entorrinal y el hipocampo, que participan en el
establecimiento de la memoria de reconocimiento. Los resultados sugieren que la corteza insular
forma parte de esta red al estar altamente implicada en procesos cognitivos como la adquisicion,
recuerdo y consolidacion, tanto en pruebas que involucran la presentacién de estimulos gustativos
novedosos (Gutiérrez et al., 1999a), como el reconocimiento de objetos (Bermudez-Rattoni et al.,
2005). Por lo tanto la existencia de conexiones reciprocas entre la corteza insular y otras regiones
de cerebro, sugiere un alto grado en la superposicion funcional entre diferentes areas del cerebro.

Se sabe que si se lesiona la corteza insular o se altera su actividad eléctrica normal, el
sujeto presenta amnesia en la adquisicion y retencién de la memoria de algin entrenamiento
previo (Agranoff et al., 1965); sin embargo la mayoria de estudios con que contamos se basan en
el CAS, por lo que poco se sabe respecto al papel que ésta estructura desempefia en el proceso de
consolidaciéon de la memoria para la tarea de evitacidn inhibitoria. De acuerdo con la teoria
bioquimica de la memoria, la consolidacion es un proceso que depende de la sintesis de proteinas,
y por ello el objetivo principal de este trabajo fue determinar el efecto de la inhibicion de la
sintesis de proteinas en la corteza insular, asi como la ventana temporal que guarda la
consolidacién de la memoria implicita en esta estructura.

Se aplicaron microinyecciones de anisomicina, en la corteza insular, por ser un inhibidor
transduccional que actla a nivel de la reaccion del peptidil transferasa en los ribosomas,
inhibiendo la formacion de proteinas en un rango > 90% (Rodriguez-Ortiz et al., 2005). Se
realizaron pruebas directas utilizando la tarea de evitacion inhibitoria, que es uno de los modelos
conductuales méas adecuados para estudiar este proceso y porque es una tarea que se ha explorado

exhaustivamente en nuestro laboratorio.



IV. HIPOTESIS:

1. La inyeccion de anisomicina en la corteza insular, inmediatamente después del

entrenamiento de evitacion inhibitoria, bloqueara la consolidacion de la memoria.
2. La inyeccion de anisomicina en la corteza insular producird un efecto amnésico

inversamente proporcional al tiempo de su aplicacion, después del entrenamiento de

una tarea de evitacion inhibitoria.

V. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL:

Evaluar si la administracion de un inhibidor de sintesis de proteinas en la corteza

insular, produciréa bloqueo de la consolidacion de la memoria en una tarea de evitacion

inhibitoria.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar la dosis Optima de anisomicina para producir amnesia, administrada en

la corteza insular, inmediatamente después del entrenamiento de evitacion inhibitoria.

2.-Determinar el desarrollo temporal del efecto de la administracién de anisomicina en

la corteza insular, sobre la consolidacién de la memoria.



VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
A. Sujetos

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar, obtenidos del bioterio del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM, con un peso entre 250 y 350 gr al momento de realizar la cirugia.
Todas las ratas permanecieron en cajas-habitacion individuales, con acceso libre a alimento y
agua. Los animales ingresaron al bioterio del laboratorio una semana antes de la cirugia con la
finalidad de que se adaptaran a las nuevas condiciones de mantenimiento.

El protocolo y las maniobras que se utilizaron en el estudio, fueron aprobados por el
Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la UNAM. Asimismo, estan acordes con las
normas internacionales establecidas para el manejo y uso de animales de experimentacion (NIH y
la Nacional Academy of Science, 2003)".

B. Cirugia

Los animales fueron intervenidos quirdrgicamente. Cada animal fue anestesiado
utilizando una dosis de pentobarbital sédico (50 mg/Kg) y se le administro atropina (0.4 mg/kg);
ambos farmacos fueron administrados por via intraperitoneal. Una vez anestesiada la rata, se le
rasuro la cabeza y posteriormente se colocd y fijé en un aparato estereotaxico. Se limpié la zona
con sustancias antisépticas y se realizd una incision de 1.5 cm de largo. Se levant6 el periostio y
se hizo un par de orificios a través del cual se introdujo una canula guia de 12 mm de largo,
fabricada con tubo de aguja hipodérmica de acero inoxidable calibre 23. La implantacion de las
canulas en la corteza insular fue bilateral de acuerdo a las siguientes coordenadas, obtenidas del
atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (2004): anteroposterior = 1.2, lateral = + 5.5, ventral = -
4.0 mm a partir de la superficie del hueso. Las canulas fueron ancladas al hueso con la ayuda de
un tornillo y con cemento dental. A cada canula se le coloco un estilete (fabricada con tubo de
aguja hipodérmica de acero inoxidable del niamero 30, de 12 mm de largo y un diametro de 0.012

mm), el cual se quitaba para la administracion de drogas.

! National Institutes of Health (NIH). www.nih.gov



Después de la intervencion quirdrgica, cada animal fue colocado en una incubadora hasta
que se recupero de la anestesia, para evitar muerte por hipotermia. Las ratas permanecieron en
recuperacion post-quirdrgica durante una semana antes de ser entrenadas en la tarea de evitacion

inhibitoria.

C. Manipulacion

Las ratas fueron manipuladas durante tres sesiones diarias antes de iniciar el experimento,
cuidando el mismo horario en el que se desarrollarian las sesiones de entrenamiento y de prueba,
entre las 10:00 a las 15:00 horas. La manipulacion dur6é de tres a cinco minutos por rata, y
consistio en sacar a la rata de su caja, revisar los tapones de las canulas y sujetarla suavemente
simulando la infusion de los tratamientos. En el ultimo dia se colocd un inyector falso con las
medidas de la aguja que se emplearia durante la infusion (14 mm de largo, con un didmetro de
0.012mm).

D. Aparatos

El entrenamiento y la prueba se llevaron a cabo en una caja de evitacion inhibitoria con
dos compartimentos del mismo tamafio (30x30x30 cm cada uno) separados por una puerta tipo
guillotina (ver figura 8). Un compartimiento “de seguridad”, iluminado por un foco de 10 Watts
colocado en la tapadera del compartimiento y con una rejilla en el piso. El otro compartimiento,
“de castigo”, es relativamente oscuro y sus paredes laterales de acero inoxidable tienen forma de
V, las cuales llegan al piso del compartimiento, estando separadas en este lugar por una distancia
de 1.5 cm (justo a la mitad del compartimiento). Estas laminas pueden ser electrificadas por un
estimulador de pulsos cuadrados (Grass Instruments Co., modelo S48G) acoplado a una unidad
de corriente constante (Grass Instruments Co., modelo CCU-1). La duracion de la aplicacion de
los estimulos, las latencias de entrada y de retencién fueron medidas automaticamente con la
ayuda de una computadora. La camara de condicionamiento estd ubicada en un cuarto

sonoamortiguado y oscuro provisto de un enmascarador de ruido.



Figura 8. Camara de evitacion inhibitoria. A la izquierda se ubica el compartimiento, “de
seguridad”, iluminado por un foco colocado en la tapadera del compartimiento y con una rejilla
en el piso. A la derecha el compartimiento “de castigo”, es relativamente oscuro y sus paredes
laterales tienen forma de V, las cuales llegan al piso del compartimiento.

E. Entrenamiento

Durante el entrenamiento cada animal fue colocado en el compartimento de seguridad de
la camara de condicionamiento, y diez segundos después la puerta de separacion se abrio; la
latencia para pasar al compartimento de castigo fue medida (latencia de entrada). Una vez en este
compartimento la puerta se cerrd y se aplicé un choque eléctrico (de 1 mA, pulsos cuadrados de
10 mseg de duracion, frecuencia de 50 pulsos por segundo, y 100 voltios) a través del piso
durante 5 segundos, al término de los cuales se abrié de nuevo la puerta y se medio la latencia de
escape; después de 30 segundos se regreso el animal a su caja habitacién. Cuarenta y ocho horas
después del entrenamiento se evalu6 la retencion de la experiencia aversiva (memoria de largo
plazo). Esta sesion se realizd de la manera descrita para el entrenamiento, con la excepcion de
que no se aplico el choque eléctrico. Se midié el tiempo que la rata tardd en pasar al
compartimento de castigo (latencia de retencién); si el animal no pasaba en 600 seg se daba por

terminada la sesion.



F. GRUPOS Y TRATAMIENTOS

En todos los casos, se estudiaron grupos independientes de ratas, con un tamafio de
muestra de al menos 8 sujetos. La microinyeccion se llevd a cabo con una bomba de perfusién
lenta (WPl modelo sp200i, World Precision Instruments, Inc., U.S.A.), acoplada a una
microjeringa Hamilton de 10ul, conectada a través de un tubo de polietileno calibre PE-20 a un
inyector de 14 mm de longitud, fabricado con un tubo de aguja hipodérmica de acero inoxidable
del ndmero 30. La infusion de 0.5ul se realizo durante 1 minuto y se dejé el microinyector dentro

de la canula durante 1 minuto adicional para permitir una mejor difusion.

EXPERIMENTO |

Se estudid una curva dosis-respuesta con anisomicina utilizando como dosis inicial
62.5u9/0.5ul de anisomicina, basandonos en la literatura existente (Bermudez-Rattoni et al.,
1991, 2005). Se administro en la corteza insular, en grupos independientes de ratas una de 5 dosis
diferentes (7.8, 15.5, 31.25, 62.5 6 93.7 ug/0.5 ul). Un sexto grupo fue tratado con vehiculo de la
anisomicina (solucién salina con una concentracion final de etanol al 2%) y por ultimo, luego de
establecer la dosis 6ptima de esta droga para producir amnesia, se estudio otro grupo de animales
para el control de la estructura, inyectdndola en la corteza fronto-parietal del area

somatosensorial, que estd a 1 mm por arriba de la corteza insular.

EXPERIMENTO II

Por las razones que se explicaran después, se repitié el experimento 1.

EXPERIMENTO I

Se realizd una curva tiempo-respuesta. Se inyectd la dosis 6ptima de anisomicina para

producir amnesia, encontrada en el experimento anterior, inmediatamente después y a los 30, 60

0 90 minutos después del entrenamiento.



G. Verificacion Histoldgica

Todos los animales fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital sddico y
perfundidos intracardialmente con solucion salina isotonica, seqguida de formaldehido al 10%.
Una vez terminada la perfusion se extrajo el cerebro y se colocé en un frasco con una mezcla de
una solucién de formaldehido al 10%. Posteriormente se realizaron cortes coronales de 50 um de
espesor, los cuales fueron tefiidos con la técnica de Nissl. Los cortes se observaron bajo un
microscopio para localizar las puntas de las canulas y de los inyectores. Aquellos cerebros de
animales en los que las puntas de los inyectores se encontraban fuera de la regién elegida, fueron
desechados (34 ratas). La Figura 9 muestra la localizacion de las puntas de las canulas en la

corteza insular y la Figura 10 su localizacion en la corteza frontoparietal.

Figure 13

Interaural 10,20 mm Bregima 1.20 mm

Figura 9. A la izquierda se muestra la localizacion de las puntas de los inyectores en la corteza
insular. A la derecha se muestran la localizacion de los inyectores en la corteza insular de acuerdo
al atlas de Paxinos y Watson (2004).

Figura 10. Se muestra la ubicacion de la punta de un inyector en la corteza frontoparietal.



H. Andlisis estadistico

Debido a que la variable dependiente (la retencion) no puede seguir una distribucion
normal, porque se eligié un corte arbitrario a los 600 segundos, se analizaron las latencias de
entrada, escape y retencion con las prueba no paramétricas de Kruskal Wallis para determinar si
las muestras son significativamente diferentes y la de U de Mann-Whitney para las
comparaciones entre pares de grupos cuando fue pertinente. Las hipdtesis fueron evaluadas con

un nivel de significancia igual o menor a 0.05.



VII. RESULTADOS CONDUCTUALES

A. EXPERIMENTO 1

El analisis de varianza indico que no hubo diferencias significativas entre los grupos, en lo
referente a las latencias de entrada (H [6]= 3.86 p < 0.6960) y a las de escape (H [6]= 3.25 p <
0.4354). En contraste, se encontraron diferencias altamente significativas en las latencias de
retencion (H [6] = 56.57, p < 0.0001). La prueba de Mann-Whitney demostr6é que el grupo al que
se le administré el vehiculo tuvo una retencion significativamente mayor, comparada con la de
cada uno de lo grupos que recibieron 15.5, 31.25 y 62.5ug de anisomicina (p < 0.0001 para cada
comparacion). Por otra parte, la retencion de los grupos que recibieron la dosis mas baja (7.8 pg)
y la dosis mas alta (93.7ug) de anisomicina también fue superior a la de los grupos
microinyectados con 15.5, 31.25 y 62.5ug de anisomicina (p < 0.0002). Entre estos dos ultimos

no hubo diferencias significativas (Figura 11).

A.1 EXPERIMENTO 2

En virtud de que se encontr6 que las dosis intermedias del inhibidor de la sintesis de
proteinas ejercieron un mayor efecto amnésico que las dosis mayores, decidimos repetir el
experimento, para determinar si la causa de los resultados hubiera podido ser algin defecto
metodologico (por ejemplo, mal céalculo de las dosis, intensidad de choque inadecuada,
problemas en el procedimiento de las microinyecciones, etc.).

El analisis de varianza nuevamente indic6 que no hubo diferencias significativas entre los
grupos, en lo referente a las latencias de entrada y de escape. En congruencia con el Experimento
1, se encontraron diferencias altamente significativas en las latencias de retencioén (H [6] = 57.60,
p <0.0001). La prueba de Mann-Whitney corrobor6 los datos obtenidos en la primera corrida del
experimento al sefalar que el grupo al que se le administré el vehiculo tuvo una retencion
significativamente mayor, que la de cada uno de lo grupos que recibieron 15.5, 31.25y 62.5ug de
anisomicina (p < 0.0002 para cada comparacion). La retencion del grupo que recibio la dosis mas

alta y el grupo que recibi6 la dosis mas baja de anisomicina también fue superior a la de los



grupos microinyectados con 62.5, 31.25 y 15.5 pg de anisomicina y entre estos dos ultimos no

hubo diferencias significativas.
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Figura 11. La ordenada representa la mediana de las retenciones, en segundos, mostradas por los
grupos a los que se les microinyectd, en la corteza insular, la solucion de vehiculo (VEH), o una
de las dosis de anisomicina que se especifican debajo de cada barra; la linea en cada barra
muestra los rangos intercuartiles. * p < 0.0001 en relacidon con los grupos microinyectados con
vehiculo, 7.8 pg de anisomicina, o con anisomicina en la corteza frontoparietal (Cx, 15.5ug) y
93.7 ug de anisomicina. ¢ p < 0.005 en relacion con los grupos inyectados con 15.5y 31.25ug.

Para el control de la estructura, se estudid un grupo de ratas canuladas en la corteza
frontoparietal (area somatosensorial), por ser un area cercana a la corteza insular. Este grupo fue
tratado con la dosis Optima de anisomicina (15ug), administrada inmediatamente después del
entrenamiento. La prueba U de Mann-Whitney indic6é que no hubo diferencias significativas entre
este grupo y los grupos tratados con vehiculo (p < 0.3010), 7.8 (p < 0.3429) o con 93.77.8 ng de
anisomicina (p < 0.8481), en lo referente a las latencias de retencion. En contraste se encontraron
diferencias altamente significativas en la latencia de retencion (p < 0.0002) entre el grupo
inyectado con la dosis Optima de anisomicina en la corteza insular y el grupo inyectado en la

corteza frontoparietal (Figuras 11 y 12).



Los datos de la primera corrida del experimento se muestran en la Figura 11, mientras que
los de la réplica del experimento se muestran en la Figura 12. Como puede notarse, se observan
claramente que las latencias de retencion de todos los grupos es muy similar a las que se
presentan en ambas figuras, corroborando que los efectos obtenidos reflejan tinicamente la accion
que el inhibidor produjo al ser administrado a diferentes dosis en la corteza insular y no a

cualquier otra variable que pudiera haber modificado los resultados, interfiriendo con su

veracidad.
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Figura 12. La ordenada representa la mediana de las retenciones, en segundos, mostradas por los
grupos a los que se les microinyecto, en la corteza insular, la solucion de vehiculo (Veh), o una
de las dosis de anisomicina que se especifican debajo de cada barra; la linea en cada barra
muestra los rangos intercuartiles. * p < 0.0001 en relacidon con los grupos microinyectados con
vehiculo, 7.8, 15.5 (corteza frontoparietal) y 93.7 pg de anisomicina. ¢ p < 0.005 en relacion con
los grupos inyectados con 15.5y 31.25ug.

3.- EXPERIMENTO 3

El anélisis de varianza indic6 que no hubo diferencias significativas entre los grupos, en lo
referente a las latencias de entrada y a las de escape. En contraste, se encontraron diferencias

altamente significativas en las latencias de retencion (H [3] = 22.39, p < 0.0001). La prueba de



Mann-Whitney demostré que el grupo al que se le administro la dosis Optima de anisomicina
(15.5 pg) inmediatamente después del entrenamiento no mostrd diferencias significativas con el
grupo que recibi6 la infusion a los 30 min (p < 0.1), ni con el grupo inyectado a los 60 min (p <
0.064). Sin embargo entre estos dos ultimos (30 y 60 min) si se presentaron diferencias
significativas (p < 0.05). Por otra parte, la retencion del grupo que recibio la dosis de anisomicina
a los 90 min fue superior a la de los grupos microinyectados inmediatamente después del
experimento, a los 30 y a los 60 minutos después de realizado el entrenamiento en la tarea de EI

(p <0.0004) (Ver Figura 13).
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Figura 13. La ordenada representa la mediana de las retenciones, en segundos, mostradas por los
grupos a los que se les microinyectd, en la corteza insular, 15.5 pg anisomicina, en los diferentes
tiempos que se especifican debajo de cada barra; la linea en cada barra muestra los rangos
intercuartilares. El grupo microinyectado a los 90 min mostr6 diferencias significativas con los
demas grupos (p < 0.0004); el de 30 min difirié del de 60 min (p < 0.05) y el grupo inyectado
inmediatamente después no mostr6é diferencias con el de 30 min (p < 0.1), ni con el grupo
inyectado a los 60 min (p < 0.064).



VI1I11. Discusién

En este trabajo estudiamos la participacion de la corteza insular en el proceso de
consolidacién de la memoria utilizando una tarea de EIl. De acuerdo con la teoria bioquimica de
la memoria, la consolidacién es un proceso que depende de la sintesis de proteinas, por lo que el
principal objetivo de este trabajo fue determinar si la sintesis de proteinas en la corteza insular es
necesaria para la consolidacién de la memoria implicita o instrumental. Se realizaron pruebas
directas para determinar el efecto de la inhibicion de la sintesis de proteinas aplicando
microinyecciones de anisomicina en esta estructura.

Los resultados obtenidos sustentan nuestra primera hipotesis la cual sugeria que la
inyeccion de anisomicina en la corteza insular, inmediatamente después del entrenamiento,
bloquearia la consolidacion de la memoria de una tarea de El. En efecto, los resultados mostraron
que las dosis de 15.5, 31.25 y de 62.5 pg de anisomicina produjeron la amnesia esperada. Este
efecto también ha sido reportado en la misma estructura pero utilizando antagonistas a
neurotransmisores (escopolamina, propanolol, etc) y otras tareas, como el CAS (Miranda y
McGaugh, 2004) y en el proceso de atenuacién de la neofobia (Gutiérrez et al., 2003, 2004) por
lo que nuestros datos sugieren fuertemente que la corteza insular participa activamente en los
procesos de consolidacion de la memoria ante estimulos aversivos.

Sin embargo, el efecto dosis-respuesta fue contrario al reportado en la literatura (Agranoff
et al., 1965; Bermldez-Rattoni et al., 1991, 2005), ya que las dosis intermedias produjeron mayor
efecto amnésico que la dosis mayor. EI hecho de que estos mismos resultados se hayan
encontrado al repetir el experimento indica que no se debieron a alguna falla metodolégica, sino
que muy probablemente representan un fendbmeno que realmente se debe a una reaccion del
cerebro ante el reto impuesto por las diferentes dosis del inhibidor de la sintesis proteica. Hasta
este momento no hemos encontrado en la literatura resultados equivalentes que nos permitan dar
una explicacion razonable a lo que estamos reportando en esta tesis. Sin embargo, aventuraremos
algunas interpretaciones al respecto.

Una posible respuesta podria hallarse en las conexiones de la corteza insular con otras
estructuras, principalmente la amigdala, ya que se ha visto que guardan una relacion directa a
través de la capsula interna (Saper, 1982a). La hipdtesis seria que al aplicar las dosis mayores del

inhibidor, éste no soélo se difunde en la corteza insular, sino que llega a otras regiones,



probablemente a la corteza frontoparietal u otras estructuras vecinas. Dicha estructura activaria
un mecanismo compensatorio, via receptores colinergicos, provocando un menor efecto amnésico
en la corteza insular, mientras que dosis pequefias s6lo estarian actuando mas especificamente a
nivel de CI por lo que los efectos del inhibidor serian mayores.

Aun cuando no tenemos datos para comprobar esta teoria, la idea no suena tan
descabellada si recordamos que en diversos estudios se ha demostrado que la estimulacion
tetanica in vivo del nacleo de la amigdala basolateral, induce LTP en la corteza insular de ratas
adultas, aumentando perceptiblemente las respuestas sinapticas a estimulos de baja frecuencia
durante un periodo de por lo menos 1 hora después de la estimulacion (Escobar et al., 1998b;
Jones et al., 1999). Tambien se encontré que la induccion de LTP en la proyeccion amigdala
basolateral-corteza insular antes del CAS incrementa la retencion de esta tarea (Escobar y
Bermudez-Rattoni, 2000). También se ha reportado que la inhibicion de la sintesis de proteinas
en ClI previene la memoria de largo plazo del CAS, mientras que el tratamiento similar en el BLA
no tiene ningun efecto (Bahar et al., 2003; Berman et al., 2003; Rosenblum et al., 1993), lo que
sugiere que la CI, pero no BLA, almacena la memoria de CAS.

Aun cuando los resultados muestran un efecto inverso al reportado en la literatura en otras
estructuras, como la amigdala basolateral (Santini et al., 2004) utilizando el mismo inhibidor de
sintesis de proteinas, se puede descartar que los datos obtenidos sean producto de un efecto
inespecifico puesto que para corroborar la informacion derivada del Experimento 1 (Figura 11),
se repitid todo el experimento (Figura 12), habiéndose encontrado los mismos resultados
iniciales.

Con la finalidad de seguir evaluando la curva dosis-respuesta del funcionamiento del
farmaco en la corteza insular, se realizaron dos grupos mas, uno tratado con una dosis alta de
93.7 ug y otro con una dosis baja de 7.8jug de anisomicina. Los datos recabados sefialan que tanto
la dosis alta (93.7 pg) como la més baja (7.8 ug) fueron incapaces de producir un efecto
amnesico, lo cual nos hace pensar de nuevo que dosis altas del inhibidor tienden a disminuir el
efecto amneésico que lo caracteriza hasta llegar a ser nulo por la activacion de mecanismos
compensatorios. De igual forma, el uso de dosis extremadamente pequefias, como fue el caso del
grupo al que se le administré la mitad de la dosis Optima de la droga, no fueron efectivas,
manteniendose el efecto inverso observado previamente con las otras dosis inyectadas (ver
Figuras 11y 12).



Para corroborar el efecto obtenido en la corteza insular, se realizo el control de la
estructura mediante la aplicacion de la dosis Optima de anisomicina (15.5 pg), pero en una
estructura cercana. Se eligio la corteza frontoparietal (area somatosensorial) por estar ubicada 1
mm arriba de la corteza insular. Los resultados obtenidos, muestran que al comparar el efecto
entre ambas cortezas, el grupo al que se le administro anisomicina en la corteza frontoparietal no
presentd el efecto amnésico producido por el inhibidor de sintesis de proteinas en el grupo
implantado en la corteza insular. Estos datos apoyan nuestra hipétesis sobre una posible difusion
propagada a estructuras relativamente cercanas, diferentes a la corteza frontoparietal al
administrar dosis mayores, razon por la cual la dosis de 62.5ug de anisomicina administrada en la
insula no produjo un efecto significativo, respecto a los grupos tratados con dosis menores. Por lo
tanto al no presentarse un efecto amnésico en la corteza frontoparietal se plantea la posibilidad de
que cada estructura pueda presentar una sensibilidad diferencial ante diversos farmacos y mas
aun ante diversas dosis de un mismo farmaco.

La sensibilidad de una estructura anatomica radica en la cantidad de receptores que tengan
para responder a una sustancia determinada, asi como de los sistemas de neurotransmisores con
gue cuenta para representar mnémica y/o simbdlicamente el valor de una tarea (sea aversiva o
agradable para el animal). Es asi que se ha visto que mientras la activacion del sistema colinégico
en CI estéd implicada en la adquisicion de la memoria del gusto, parece no tener papel alguno en
los procesos relacionados con la asociacion del malestar ocasionado por ingesta de determinado
sabor y la consolidacion de la memoria del CAS (Bermudez-Rattoni, 2004; Miranda et al., 2003);
siendo el sistema glutamatérgico, via la activacion de los receptores del NMDA, el encargado de
dichos procesos.

De igual forma se ha reportado en la literatura que mientras la formacion de la memoria
(qustativa, olfativa o cualquier otra) puede interrumpirse por la perturbacion de multiples tipos de
receptores para neurotransmisores, sélo un subgrupo de estos receptores es requerido en la
adquisicion de la memoria pero no en su recuperacion. Otras investigaciones han demostrado
que el blogueo intracortical de los receptores de NMDA interrumpe la formacién de la memoria
en las fases iniciales (adquisicion y consolidacion) pero no la retencion del CAS o la
recuperacion de la memoria, sugiriendo que estos receptores estan involucrados en los procesos
tempranos que tienen lugar en la corteza insular durante la formacion y recuperacion de la

memoria por condicionamiento al sabor (Gutiérrez et al., 1999b).



Por otro lado estudios realizados aplicando un antagonista muscarinico (escopolamina) en
la corteza insular, antes o después de la presentacion de un estimulo gustativo novedoso
demuestran que el uso de escopolamina antes, pero no después, o en el intervalo entre el estimulo
condicionado y el incondicionado, produce un deterioro significativo entre la memoria de corto y
largo plazo (Ferreira et al., 2002).

Asimismo un factor no menos importante es el paradigma utilizado para evaluar el
funcionamiento de una droga sea agonista 0 antagonista, debido a que ain para una misma tarea
el momento de administracion del farmaco suele ser crucial, ya que durante los diferentes
momentos en que tiene lugar el establecimiento de la memoria pueden activarse o inactivarse
diversos sistemas de neurotransmisores.

Miranda y McGaugh (2004), investigaron los efectos del 8-Br-cAMP (un analogo de
cAMP) y la oxotremorina (un agonista muscarinico) en la corteza insular, pero administrados
después de un entrenamiento en pruebas de evitacion inhibitoria y durante la adquisicion y
consolidacion de un condicionamiento de aversion a los sabores. Este estudio es un claro ejemplo
de la sensibilidad que pueden presentar diversas estructuras ya que, mientras la infusién post-
entrenamiento en CI de 0.3 pug oxotremorina y de 1.25ug de 8-Br-AMP increment0 la retencion
de la tarea de evitacion inhibitoria, al administrar las mismas cantidades de los farmacos
evaluando un paradigma diferente como los es el CAS, los resultados no fueron similares, ya que
las infusiones de 8-Br-AMP, pero no oxotremorina, en CI incrementaron la retencion del
condicionamiento de aversion a los sabores.

Ahora bien, una vez comprobada la participacion de la corteza insular en la consolidacién
de la memoria para una tarea de evitacion inhibitoria, se realiz6 una segunda fase del
experimento en la cuél se evalud el efecto de la dosis 6ptima de anisomicina (15.5 pg), pero
aplicada en diferentes tiempos: inmediatamente, a los 30, 60 6 90 minutos después del
entrenamiento (Experimento 3 ver figura 13). Los resultados demuestran que las infusiones
realizadas a los 60 minutos resultaron ser las que mayor efecto amnésico produjeron en la
ejecucion de tarea, mientras que las dosis administradas inmediatamente después del
entrenamiento y a los 30 minutos indujeron un menor efecto amnésico. Esto nos sugiere que la
latencia para que la anisomicina ejerza su mayor efecto es de alrededor de una hora,
presentandose asi una ventana temporal mas susceptible a interrupcion en el proceso de

consolidacién de la tarea. Por lo tanto podemos decir que el tiempo que toma en consolidarse la



memoria para la tarea de evitacion inhibitoria, en la corteza insular es de 60 minutos, pasado ese
periodo la memoria estad consolidada y es la razén por la cual, las inyecciones de anisomicina
administradas a los 90 minutos no produjeron amnesia en los animales.

Estos resultados son congruentes con estudios hechos aplicando microinyecciones
intraventriculares. En un experimento se observé que la administracion de anisomicina 1 hora
después de la exposicién a un ambiente estresante, redujo la tendencia de los animales a
manifestar respuestas conductuales extremas (ansiedad) en un 10% con respecto al grupo control.
Lo que llevd a concluir que el efecto de las microinyecciones de anisomicina aplicadas 1 hora
antes 0 1 hora después de la exposicion a estimulos estresantes concordaba con el marco de
tiempo del proceso celular de la consolidacion (3-6 horas despues de la iniciacion de la
adquisicion del entrenamiento). Estos resultados sefialaban entonces, que la disminucién en la
emisién de respuestas conductuales extremas seria producto de la administracion del farmaco el
cual estaria actuando como un bloqueador del proceso de consolidacion de la memoria (Cohen et
al., 2006).

De igual forma en otro estudio realizado con infusiones de anisomicina en el hipocampo
se ha visto que este inhibidor produce un deterioro en la retencion de la tarea de evitacién
inhibitoria cuando son aplicadas antes o inmediatamente después del entrenamiento e incluso al
aplicarse una hora después del entrenamiento (Davis et al., 1981). Esta evidencia refuerza los
resultados obtenidos en este trabajo y plantean la posibilidad de lo que podriamos denominar la
existencia de diversas oleadas en el proceso de consolidacion de la memoria, lo cual explicaria su
susceptibilidad a ser interrumpida segin el momento en que se realiza la lesién o la
administracion del farmaco (agonista o antagonista).

Los resultados obtenidos en esta tesis nos llevan a realizar una revision exhaustiva de la
literatura actual, por un lado con el objetivo de comprender la presencia de este factor inverso
encontrado con las diferentes dosis del inhibidor, asi como los determinantes que ocasionan una
extrema sensibilidad amnésica de la corteza insular ante la administracion de pequefias dosis de
este farmaco y en segundo término para conocer a fondo los efectos de la anisomicina en otras

estructuras para la misma tarea y cotejarlo con lo obtenido.
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