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RESUMEN

La consolidacion es el proceso por el cual la memoria se almacena a largo plazo,
mediante la sintesis de proteinas. Sin embargo, existe evidencia que sugiere que una
informacién ya consolidada es susceptible de ser alterada después de su evocacion. Este
proceso se llama reconsolidacién. Recientemente se ha propuesto que la reconsolidacién no es
un segundo proceso de consolidaciéon inducido por la evocacién de la memoria, sino un
proceso de actualizacion de la memoria a largo plazo que requiere de la sintesis de proteinas.
Para evaluar esta hipotesis se utilizo un modelo de extincion de una memoria de aversion
gustativa. La extincion corresponde a una disminucion en la frecuencia o intensidad de una
respuesta condicionada (RC) debido a presentaciones consecutivas del estimulo condicionado
(EC) en ausencia del estimulo incondicionado (EI). En este trabajo se entrenaron a grupos
independientes de ratas en la tarea de condicionamiento de aversion a los sabores (CAS) por
dos dias y se les inyectd anisomicina (un inhibidor de la sintesis de proteinas) o solucion
vehiculo en la corteza insular (Cl) o en la amigdala basolateral (ABL) inmediatamente
después del primer dia de entrenamiento de extincion. La prueba se realizd 24 horas después
de las microinyecciones. Con este experimento se verificO la necesidad de la sintesis de
proteinas en la CI (pero no asi en la ABL) para el almacenamiento a largo plazo de la
memoria de extincion. Después se realizaron inyecciones de anisomicina o solucion vehiculo
en la CI en el tercer (condicion de actualizacion) o sexto dia de entrenamiento de extincion
(condicion donde no existe actualizacion). Conjuntamente, estos experimentos demostraron
que la CI es requerida para la incorporacion de nueva informacion a un trazo de memoria
previamente consolidado mediante la sintesis de proteinas. Los resultados son de importancia
porque hasta la fecha no se habia reportado que la memoria de extincion a largo plazo
atravesara por un proceso similar al de reconsolidacion y menos aun, que este proceso fuera

dependiente de la actualizacién de la memoria.

Xi
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. INTRODUCCION

Los seres humanos, asi como el resto de los animales, responden a las exigencias del
medio y se adaptan a él. Estas habilidades son el resultado de los procesos que permiten a los
animales adquirir y almacenar la informacion que reciben continuamente. Dichos procesos son el
aprendizaje y la memoria (Dudai, 1993). El aprendizaje se define como la capacidad de adquirir
conocimiento y comunmente da como resultado cambios en la conducta. Al proceso por el cual
es almacenado y recuperado ese conocimiento a lo largo del tiempo se le denomina memoria
(Kandel et al., 2000). Las experiencias nos cambian; nuestra interaccion con nuestro medio
ambiente puede modificar nuestra conducta. Nuestra experiencia previa y la capacidad de
aprender nos permiten hallar comida cuando tenemos hambre, calor cuando tenemos frio y
compafiia cuando estamos solos. La falta de memoria implica la pérdida de contacto con uno
mismo, con su vida historica y con la de los demas. El estudio del aprendizaje y la memoria ha
sido, desde hace mucho tiempo, un tema de la psicologia y de otras disciplinas; ambitos que han
permitido el andlisis conductual tanto en humanos como en distintos modelos animales. Gracias a
esto se ha establecido que la memoria abarca tres fases (Kesner y Rogers, 2004) descritas a

continuacion:

A. Adquisicion o Codificacion. Considerada como la entrada de nueva informacién para ser
procesada (Kesner y Rogers, 2004).

B. Consolidacion. Es la transformacion de la informacion de corto plazo a largo plazo,
mediante la sintesis de proteinas (McGaugh, 2000).

C. Evocacion. Es la expresion de conductas por la experiencia, involucra la recuperacion de

la informacion almacenada (Baddeley, 1999).

En la actualidad se ha propuesto que la informacién almacenada, genera cambios
estructurales y funcionales en ciertas regiones del cerebro. A esto se le ha llamado trazo de
memoria (Tronson y Taylor, 2007). Los trazos de memoria representan el sustrato bioldgico para

la formacién de una memoria.
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II. ANTECEDENTES

2.1 La consolidacion

El estudio formal y sisteméatico de la memoria inicié con los estudios realizados por el
aleman Hermann Ebbinghaus durante el siglo XIX. Este investigador completé una serie de
experimentos utilizando materiales verbales conocidos como las silabas sin sentido. En su obra
“Uber das Gadachtnis” (Acerca de la memoria), propuso la primera clasificaciéon de memoria con
base a su duracién (Hotershall, 1999). Afios mas tarde, William James formalizé en su obra
“Principios de Psicologia” esta clasificacion e hizo la distincion entre dos tipos de memorias:
memorias primarias y memorias secundarias (Prado y Quirarte, 1998). En la actualidad se hace
referencia a dos tipos de memoria analogos a los propuestos por James; la memoria de corto
plazo (MCP), cuando es de duracién corta (segundos u horas) y, la memoria de largo plazo
(MLP) si su duracion es mayor, por ejemplo dias, meses o hasta afios (Dudai, 1993). La
informacidn adquirida existe primero en una forma labil, susceptible a la interrupcién; después se
estabiliza y perdura en el tiempo en forma de MLP. La MLP se estabiliza mediante un proceso
conocido como consolidacion. Este término fue acufiado por los alemanes Miiller y Pilzecker en

una serie de trabajos experimentales a principios del siglo XX (citados en Dudai, 2004).

De acuerdo con la hipotesis de la consolidacion, la informacion almacenada se estabiliza
en un trazo de memoria y éste se fortalece a través del tiempo. Se ha demostrado
experimentalmente que, distintos tratamientos (como los choques electroconvulsivos o la
inhibicidn de la sintesis de proteinas) pueden interrumpir este proceso. Los primeros estudios de
este tipo fueron reportados a finales de los afios cuarenta por Duncan. El report6 que la aplicacion
de choques electroconvulsivos después del entrenamiento producen un deterioro en la memoria.
Sin embargo, cuando el mismo tratamiento fue aplicado en puntos progresivamente mas distantes
en el tiempo al entrenamiento, los animales mostraron una reduccion significativa y gradual en el

deterioro de la memoria (Duncan, 1949).
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En las siguientes décadas, estos resultados fomentaron el desarrollo de multiples estudios
que demostraron que la administracion farmacologica de inhibidores de la sintesis de proteinas
después del entrenamiento ocasiona que la MLP se vea afectada (Flexner et al., 1965). En
contraste, la MCP no presenta ningun deterioro con el mismo tratamiento por ejemplo, la
administracion de acetocicloheximida (inhibidor de sintesis de proteinas) 5 horas antes del
entrenamiento en una tarea de laberinto “T”. Los animales aprendieron que podian evitar una
descarga eléctrica si se trasladaban a un brazo especifico del laberinto. Cuando la prueba se
realiz6 3 horas después del entrenamiento, no se observo un deterioro en la MCP. Sin embargo,
cuando la prueba fue realizada en horas posteriores o incluso dias después, la memoria a largo
plazo estaba severamente afectada (Barondes y Cohen, 1967). Como conclusion de estos trabajos,
se establecid que la consolidacion es el periodo durante el cual nuevas proteinas son sintetizadas

en las neuronas para almacenar la informacion adquirida (McGaugh, 2000).

La hipotesis de la consolidacion de la memoria es hasta ahora la visién mas aceptada para
explicar el almacenamiento de informacion a largo plazo. El proceso celular detras de una MCP
implica s6lo la activacion de cascadas de transduccion, es decir un proceso por el cual una célula
transforma una sefial extracelular en una respuesta celular. Para la conversion a MLP, las sefiales
de transduccion llegan hasta al ntcleo celular, en donde se produce el proceso de transcripcion®.
Posteriormente otro proceso llamado traducciéon® del ARN, finalmente lleva a la sintesis de
nuevas proteinas, la cual transforma alteraciones temporales de la transmision sindptica en
modificaciones persistentes de la arquitectura sinaptica. A esto se le conoce con el nombre de

consolidacion celular o sinaptica (Dudai, 2004).

! Transcripcién El proceso por el cual se sintetiza una secuencia de ARN utilizando como molde el ADN (Alberts et al., 2002)
*Traduccién. Proceso que utiliza como molde una secuencia de ARN mensajero para sintetizar proteinas esto tienen lugar en los ribosomas
(Alberts et al., 2002).
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2.2 Hipotesis de la Reconsolidacion

Estudios a finales de la década de los sesenta plantearon que una memoria previamente
consolidada se encuentra nuevamente en un estado labil tras ser evocada (Nader, 2003). A la
necesidad de volver a consolidar una memoria se le ha llamado recientemente reconsolidacién
(Sara, 2000). EI primer estudio sobre este proceso fue realizado por Misanin et al. (1968),
quienes entrenaron a varios grupos de ratas en una variante de la tarea de condicionamiento del
miedo.? Las ratas fueron habituadas a beber de una botella en la cdmara en donde después se
llevé a cabo el entrenamiento (asociacion tono-choque eléctrico). En la prueba se presentd
nuevamente el tono; una reduccion importante en el nimero de lengietazos a la botella durante la

presentacion del tono fue la variable que se utilizé como reflejo de memoria.

En este experimento se aplicd un tratamiento de choques electrocovulsivos para inducir
amnesia. A un grupo se le aplico el tratamiento inmediatamente después del entrenamiento y se
observo deterioro en su desempefio de largo plazo (el efecto esperado sobre la consolidacion).
Otro grupo fue entrenado y un dia después se evocO la memoria (cuando ésta ya habia sido
consolidada) presentando el tono nuevamente. Inmediatamente después de la evocacion se
aplicaron los choques electrocovulsivos. Sorpresivamente, el resultado fue también un deterioro
en la memoria de largo plazo. Este fendmeno fue llamado amnesia dependiente de clave (cue-
dependent amnesia). Un control importante en este estudio fue un grupo de animales al que se
entrend y un dia después se le aplicd los choques electroconvulsivos en la ausencia de evocacion.
A diferencia del grupo anterior, estos animales no tuvieron deterioro de la memoria de largo
plazo (Misanin et al., 1968). Afios mas tarde el mismo grupo de investigacion, replicé el mismo

efecto en distintos tipos de memorias (Lewis et al., 1973).

% El animal es colocado en una camara donde tras escuchar un tono (estimulo condicionado) recibe una descarga eléctrica en las patas (estimulo
incondicionado). Después de varias asociaciones entre estos dos estimulos se da como resultado la respuesta condicionada. La respuesta
condicionada se manifiesta cuando se presenta el tono en la cdmara; el animal despliega una conducta de inmovilidad (freezing). El porcentaje del
tiempo en que el animal permanece inmoévil durante la presentacion del tono se utiliza como indice de memoria.
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Con base en estos resultados, el grupo de Lewis sugirié un modelo que plantea que, en el
fendmeno de amnesia dependiente de clave, la memoria evocada regresa a un estado labil similar
a la recién adquirida, teniendo la memoria dos estados: activa (susceptible a ser alterada) e
inactiva (no susceptible a ser alterada) (Lewis, 1979). EI fendmeno amnesia dependiente de clave
fue retomado recientemente con el nombre de reconsolidacién (Nader, 2003).

Los reportes experimentales acerca del fendmeno de reconsolidacion son escasos durante
las dos décadas siguientes. Sin embargo, a finales de los noventa, los trabajos de Susan Sara y
colaboradores retomaron el interés por el tema. Ellos entrenaron ratas en una tarea de laberinto
radial de ocho brazos e inyectaron MK801 (un antagonista de los receptores NMDA de
glutamato) via intraperitoneal (i.p.) después de la evocacion y observaron que se deteriord la
memoria cuando la midieron a las 24 horas de la evocacion (Przybyslawski y Susan, 1997). El
mismo grupo reportd, en el mismo modelo de memoria, que la aplicacion i.p. de propranolol (un
antagonista de receptores 3 adrenérgicos) produce un efecto similar cuando es inyectado después

de la evocacion de la memoria (Przybyslawski et al., 1999).

En el afio 2000, Nader y colaboradores demostraron que una memoria previamente
estabilizada al ser evocada es susceptible a la inhibicion de la sintesis de proteinas. Estos
investigadores entrenaron ratas a asociar un tono y un choque eléctrico en la tarea de
condicionamiento al miedo y realizaron una sesion de evocacion 24 horas después del
entrenamiento. A diferencia del trabajo previo de Misanin, se tomé como indice de memoria el
tiempo de inmovilidad de los animales. Inmediatamente después de la evocacion se inyecto
anisomicina (un inhibidor de la sintesis de proteinas) en el ndcleo basolateral de la amigdala. En
estos animales se observé un deterioro en la conducta de inmovilidad al realizar una segunda
evocacion a las 24 horas. Este efecto incluso se observd 14 dias después del entrenamiento. Estos
datos han promovido una gran cantidad de estudios posteriores entorno al estudio del proceso de
reconsolidacién, aportando la mayoria evidencia a favor de este proceso general en diferentes

especies incluyendo seres humanos (Walker et al., 2003). De tal forma que la reconsolidacion es
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un proceso en el cual las memorias evocadas regresan a un estado de vulnerabilidad similar al de
las recién adquiridas. Tal reactivacion también induce la transcripcion de novo (Strekalova et al.,
2003) y la inhibicién de la sintesis de proteinas dentro de una ventana corta de tiempo después de
la reactivacion deteriora la memoria consolidada previamente (Debiec et al., Milekic y Alberini,
2002; Taubenfeld et al., 2001). Asi, la reactivacion de la memoria induce un segundo proceso de

consolidacidn, que se ha nombrado reconsolidacion. Véase en la figura 2.1

Consolidacion

Evocacion

MCP MLP ¢ Consolidacion y
Evocacion

¢ Consolidacion

|
Memoria

|
I
I
I
I
I
|
|

Tiempo (Escala Log)

Figura 2.1 Representacion esquematica del fenémeno amnesia dependiente de clave retomado recientemente con el
nombre de reconsolidacion (Nader, 2003). El proceso de consolidaciéon permite estabilizar a las memorias
recientemente adquiridas durante el transcurso del tiempo. La memoria a corto plazo (MCP) es transformada en
memoria a largo plazo (MLP). La hipétesis de la reconsolidacién plantea que memorias consolidadas al ser evocadas
regresan a un estado labil similar a las de las recién adquiridas. Modificado de Dudai, 2004.
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2.3 El Fendmeno de extincion

Algunos de los estudios experimentales que abordan el proceso de reconsolidacién han
revelado que memorias consolidadas no son susceptibles a la interrupcion después de su
evocacion (Cammarota et al, 2004). Sin embargo, estudios recientes demuestran que variables
como el aumento en el nimero de entrenamientos y la duracion de la evocacion son aspectos
relacionados con la susceptibilidad de las memorias a ser afectadas después de su activacion
(evocacidn) (Pedreira y Maldonado, 2003; Suzuki, et al., 2004). Para estos estudios, se utilizd un

fendmeno que en paradigmas del aprendizaje asociativo se conoce como extincion.

El término de extincion proviene de Ivan P. Pavlov quien observd una disminucion
acelerada de la respuesta condicionada (RC) en sus perros cuando presentaba el estimulo
condicionado (EC, tono) sin el estimulo incondicionado (EI, comida), explicando esta extincion
como un proceso que se establecia entre el EC y la ausencia del EI. Plante6 que la extincion era
un tipo de aprendizaje acerca de la inhibicion de la respuesta ante el EC. (Domjan, 2003). La
extincion experimental es un procedimiento que se realiza después del condicionamiento
(asociacién EC-EI). En la extincion se presenta sélo al estimulo condicionado en repetidas
ocasiones sin asociarlo con el estimulo incondicionado. Como resultado se obtiene una
asociacion entre el estimulo condicionado y la ausencia del estimulo incondicionado (noEl)
(Bouton, 2004). Conductualmente, en la extincion se observa la disminucidon de la respuesta
condicionada. Por ejemplo, en el caso del condicionamiento al miedo, la respuesta condicionada
es el tiempo que pasa el animal inmovil del tiempo total que se presenta el tono; en la extincion,
los animales dejan de estar inmoviles cuando se presenta el tono. EI fendmeno de extincion queda

ilustrado en la figura 2.2.
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Figura 2.2 Esquema que muestra un condicionamiento previo y .la extincion en su fase de adquisicion. La intensidad
de la RC (respuesta condicionada) disminuye como consecuencia de repetidas presentaciones del EC sin asociacién
al El. La prueba ocurre en algin momento del tiempo mediante la presentacién del EC y se observa como bajos
niveles de la RC (Barra) (Modificado de Quirk y Mueller, 2008).

Durante la evocacion de una memoria de condicionamiento (EC-EI) previamente
consolidada se suele presentar exclusivamente al estimulo condicionado (EC) para activar a la
memoria. Por consiguiente, el trazo de memoria EC-EI compite con el trazo EC-noEIl por el
control del comportamiento. Esta competencia ha sido explorada por Pedreira y Maldonado
(2003) usando como modelo de estudio cangrejos que son entrenados en una tarea de memoria
contextual. Cuando los cangrejos son colocados en un contexto particular se les hace pasar un
objeto metalico arriba de la cabeza lo que provoca una conducta de escape. Cuando el estimulo se
presenta en varias ocasiones, los animales cambian su conducta y ahora permanecen inmoéviles
ante la presentacion del objeto (respuesta condicionada). El contexto es asociado con la
presentacion del objeto metalico y el tiempo de inmovilidad es usado como indice de memoria. A
estos animales condicionados se les puede provocar extincién colocandolos en el contexto de
entrenamiento sin el objeto. Pedreira y Maldonado condicionaron a cuatro grupos de cangrejos y
en una sesion de evocacion realizada 24 horas después, inyectaron un inhibidor de la sintesis de
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proteinas (cicloheximida). La evocacion consistio en colocar a los cangrejos en el contexto del
entrenamiento. Dos grupos permanecieron en el contexto por 5 minutos y los otros por 60
minutos; después se inyectd, antes de realizar la conducta y de manera sistémica, el inhibidor de
sintesis de proteinas o solucion vehiculo. Durante esta sesion se observo una diferencia
importante entre los grupos, los sujetos inyectados con solucion vehiculo y expuestos por 5
minutos al contexto de entrenamiento no tuvieron extincion cuando se realizo la prueba 24 horas
después. Sin embargo, el grupo expuesto por 5 minutos e inyectado con cicloheximida presento
un mal desempefio (los cangrejos no se inmovilizaron), esto es, se afectd la reconsolidacion del
condicionamiento. Por el contrario, los cangrejos inyectados con vehiculo y expuestos por 60
minutos extinguieron la respuesta de inmovilidad (en la prueba no permanecieron inmdviles). Por
el otro lado, el grupo con inhibidor y 60 minutos de exposicion presentd un deterioro en esta
conducta de extincion (en la prueba permanecieron inmdviles), en estos animales se interrumpié

el proceso de consolidacion de la extincion.

Estos datos fueron replicados por Eisenberg et al. (2003) en el mismo afio en una tarea de
condicionamiento de aversién a los sabores (CAS). En esta tarea un sabor nuevo es asociado con
malestar gastrico. La respuesta generada por la aversion al sabor se refleja en una disminucién
del consumo de ese mismo sabor en una posterior presentacion. Como en esta segunda
presentacion del sabor es asociado con el malestar, en una tercera presentacion, los animales
incrementan su consumo, es decir, extinguen la respuesta de aversion. Las ratas que fueron
entrenadas en la tarea de aversion al sabor, se les inyectd con anisomicina (inhibidor de sintesis
de proteinas) en la corteza insular inmediatamente después de consumir el sabor; como resultado
no mostraron extincién en la siguiente presentacion del sabor. Por el contrario, si se somete a las
ratas a un protocolo de aversion en dos sesiones consecutivas, cuando se les presenta el sabor en
una tercera y cuarta ocasion estos animales no extinguen la aversion. Bajo este protocolo, la
inhibicidn de sintesis de proteinas en la tercera presentacion produce una disminucién en la
conducta de aversion en la cuarta presentacion. A diferencia del caso anterior, s6lo en este
protocolo el condicionamiento es mas fuerte y susceptible a la reconsolidacion; proceso que

quedd al descubierto cuando se inyectd anisomicina y se observo un incremento en el consumo

Pagina | 9



LA SINTESIS DE PROTEINAS EN LA CORTEZA INSULAR ES NECESARIA PARA LA ACTUALIZACION A LARGO PLAZO DE LA 2008
MEMORIA GUSTATIVA DE EXTINCION [ ]

en la prueba realizada dias después (Figura 2.3). A partir de estos resultados, se sugiere que
cuando la extincion es iniciada en la evocacion, los tratamientos afectan la consolidacién de la
extincion. Por el otro lado, en ausencia de extincion, los tratamientos deterioran la

reconsolidacién del condicionamiento.

El trabajo de Suzuki et al. (2004), con estudios de condicionamiento al miedo en una
variante de la tarea de asociacién a un contexto, ofrece evidencia importante de que una
presentacion prolongada del estimulo condicionado durante la evocacion conduce a la extincion y
una exposicioén corta lleva a la reconsolidacion. En el reporte de Suzuki et al. los animales fueron
colocados en una camara en donde recibieron varias descargas eléctricas en las patas. Como
resultado se cre6 la asociacion entre la camara y los choques eléctricos y la respuesta de
inmovilidad (freezing) se manifestdé cuando los animales fueron nuevamente colocados en el
contexto de entrenamiento en el siguiente dia (evocacion). En un experimento se observo que una
exposicion corta al contexto de entrenamiento (3 minutos) durante la evocacion produjo
reconsolidacién en el condicionamiento y éste puede ser afectado por la inhibicidn de la sintesis
de proteinas. En cambio, si el tiempo de exposicion al contexto es prologando (30 minutos)
durante la evocacion, éste conduce a la extincion, y su consolidacién puede ser afectada por la

inhibicidn de sintesis de proteinas.

De estos estudios se concluy6 que la intensidad del trazo de memoria y la duracion de la
evocacion (Pedreira y Maldonado, 2003; Suzuki et al., 2004) estan directamente relacionados con
la susceptibilidad de la memoria a ser afectada después de su reactivacion (evocacion). Ademas
de que esto ha sugerido también que el proceso de reconsolidacion y de extincion pueden ser

distinguidos como procesos independientes y hasta contrapuestos (Tronson y Taylor, 2007).
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Figura 2.3 Efecto del inhibidor de sintesis de proteinas en el proceso de extincion del condicionamiento de aversion a
los sabores y la reconsolidacion del EC-EI. (A) En animales que recibieron una sola sesién de entrenamiento con
microinyecciones de anisomicina (flecha) inmediatamente después del EC en la corteza insular (circulos negros) se
interrumpid la extincién de aversion al sabor a diferencia de animales con solucién vehiculo (cuadrados negros) que
presentan extincién. (B) Animales entrenados dos sesiones consecutivas e inyectados con solucién vehiculo (flecha)
inmediatamente después del EC en la corteza insular presentan aversion al sabor a diferencia del grupo anisomicina
(circulos negros) en el cual se interrumpio la reconsolidacion del EC-EI. indice de aversion al sabor definido como

mL agua / (mL agua + mL sabor) x 100 (Modificado de Eisenberg et al., 2003).

2.4 Limitaciones de la hipdtesis de la reconsolidacion

El proceso de reconsolidacién permite la estabilizacion de la memoria previamente
estable posterior a su evocacion, lo cual da pie a pensar que la reconsolidacion es un proceso de
recapitulacion de la consolidacién. Sin embargo, se han encontrado diferencias en los

mecanismos moleculares involucrados en la consolidacion y la reconsolidacion, asi como en las
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estructuras que los llevan a cabo. En este sentido, Taubenfeld et al. (2001) reportaron que se
requiere del factor de transcripcion C/EBPB* en el hipocampo para la consolidacion de la
memoria de inhibicion pasiva, pero no en la reconsolidacion de la misma. Una serie de
experimentos sugieren que la sintesis de proteinas en la amigdala central es requerida para la
consolidacién pero no para la reconsolidacion de la tarea de condicionamiento de aversion a los
sabores (Bahar et al., 2004). Estas evidencias sugieren que la reconsolidacion no se trata de una
recapitulacion de la consolidacion, pero no responden cudl es el papel funcional de este proceso,

gue aun continua en controversia.

2.5 La reconsolidacion: proceso de actualizacién de la informacion a largo plazo

Durante la reconsolidacion, las memorias previamente consolidadas se estabilizan después
de ser evocadas (Tronson y Taylor, 2007). Recientes reportes sugieren que esta estabilizacion es
parte de un proceso de consolidacion de actualizacion que se da después de la evocacion y que
permite la integracién de informacion a un trazo de memoria de largo plazo (Rodriguez—Ortiz et
al., 2005, 2008; Morris et al., 2006; Hupbach et al., 2007). En una tarea de memoria gustativa, la
atenuacién a la neofobia (AN), los animales presentan un bajo consumo de un sabor nuevo
(neofobia), esto implica que una vez que el organismo se familiariza con el sabor, la neofobia se
atenlla y comienza a consumir mas de ese sabor, revelando asi, cierta preferencia por él (Domjan,
1976). Bajo este protocolo, la inhibicidn de la sintesis de proteinas en la corteza insular produce
un efecto parcial sobre la memoria previamente consolidada tras su evocacion (figura 2.4). Este
efecto se mantiene hasta el punto de meseta conductual, esto es, cuando el animal ha alcanzado
su desempefio maximo. Después de la meseta conductual no se puede afectar la memoria tras su
evocacion. Estos datos sugieren que la memoria ya no es vulnerable porque esta ya consolidada y
en este punto no existe informacion actualizada que necesite ser integrada, y por lo tanto
consolidada. Asimismo, si después de la meseta conductual se adquiere informacién actualizada
sobre el mismo estimulo (el sabor) se requiere nuevamente de la consolidacién mediante la

sintesis de proteinas. Estos resultados indican que la reconsolidacion es mas bien una

* Siglas del inglés. (CCAAT enhancer binding protein )

Pagina| 12



LA SINTESIS DE PROTEINAS EN LA CORTEZA INSULAR ES NECESARIA PARA LA ACTUALIZACION A LARGO PLAZO DE LA 2008
MEMORIA GUSTATIVA DE EXTINCION [ ]

consolidacion de actualizacion que se da después de la evocacion y que permite la integracion de

informacidn a un trazo de memoria de largo plazo (Rodriguez—Ortiz et al., 2005).

Otro estudio utiliz6 el laberinto acuatico de Morris, en donde los animales aprenden la
localizacion de una plataforma de escape dentro de una tina llena con agua. La plataforma no es
visible dentro de la tina y se requiere del uso de claves espaciales dentro del cuarto para encontrar
la plataforma de salida. Al igual que en la tarea de memoria gustativa, se requiere de varios
ensayos para alcanzar un maximo desempefio en la tarea. Ratas medianamente entrenadas (3 dias
de entrenamiento) con inhibicion de la sintesis de proteinas en el hipocampo (inyecciones de
anisomicina) durante la evocacion presentaron una deficiencia en la memoria consolidada. En
comparacion, ratas bien entrenadas (5 dias de entrenamiento) a las que se les inyecto

anisomicina durante la evocacion no presentaron este deterioro (Rodriguez-Ortiz et al., 2008).
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Figura 2.4 Efectos de la inyeccion de anisomicina en la corteza insular. (A) Con inyecciones inmediatamente

después de la segunda presentacion de un sabor se afectd parcialmente la memoria previamente consolidada (baja en

el consumo con respecto al consumo anterior, triangulos) (**p<0.01). (B) La inhibicidn de la sintesis de proteinas

interrumpe parcialmente la memoria consolidada con una demora de una semana. (*p<0.05) (C) Las inyecciones de

anisomicina no interrumpen la memoria en la asintota de la tarea, a pesar de realizarlas por tres dias consecutivos.

(D) Efecto de la inhibicion de la sintesis de proteinas en condiciones donde se integra nueva informacion sobre el

estimulo gustativo (*p<0.05). Las flechas indican inyeccion de anisomicina o vehiculo en la corteza insular. Puntas

de flechas indican inyeccion i.p. de cloruro de litio (LiCl) (Modificado de Rodriguez Ortiz et al., 2005)
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En otro estudio realizado por Morris y colaboradores (2006) se entrenO a ratas en un
laberinto acuatico. Para obtener condiciones de actualizacion las ratas fueron entrenadas por 6
dias con la plataforma colocada en diferentes posiciones cada dia. 72 horas después del ultimo
entrenamiento se realiz6 la evocacion e inyeccion de anisomicina en el hipocampo con la
plataforma colocada en la misma posicion que el ultimo dia de entrenamiento. Bajo estas
condiciones se observo un deterioro de la memoria en el dia de la prueba. En cambio, cuando la
localizacion de la plataforma fue constante durante los 6 dias de entrenamiento, las inyecciones

intrahipocampales después de la evocacion no causaron un deterioro en la memoria espacial.

Experimentos realizados por Hupbach et al. (2007) demostraron en humanos que la
integracion de nueva informacién permite la modificacion de memorias consolidadas. En estos
experimentos se le solicitd a 2 grupos de participantes aprender 2 diferentes listas de objetos en
distintos dias. En el dia del entrenamiento se presento la primera lista de objetos a todos los
sujetos (dia 1). En el dia 2, al grupo con evocacion se le preguntd del procedimiento de
entrenamiento pero se les detuvo cuando comenzaron a recordar algunos objetos de la primera
lista. A diferencia, el grupo sin evocacion no se le preguntdé acerca del procedimiento de
entrenamiento. En la misma sesion se les presentd una segunda lista de objetos a ambos grupos.
En el dia de la prueba (dia 3) se solicito a los participantes que recordaran la primera lista y se
observo que el numero de objetos recordados de la primera lista no era diferente entre los grupos.
Sin embargo, se observé que el grupo con evocacion mezclaba los objetos de la lista 1 con los de
la segunda lista (intrusiones). En cambio, los participantes del grupo sin evocacion presentaron
pocas intrusiones. Este experimento comprueba que la reactivacion de una memoria consolidada
para una primera lista es modificada por la presentacion de una segunda lista con nueva
informacion. En otro experimento del mismo estudio se realizé el mismo procedimiento de
entrenamiento, con la diferencia de que en el dia de la prueba se pidid a los participantes que
recordaran los objetos de la segunda lista. Los resultados mostraron que el grupo con evocacion
presentd pocas intrusiones de objetos de la primera lista en el dia de la prueba. La evocacion no
afectd la consolidacion de la memoria de la segunda lista. Como conclusion de este trabajo se
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sugiere que durante el proceso de reconsolidacion, la reactivacion de una memoria consolidada es

susceptible a ser modificada lo que permite incorporar nueva informacion.

Estas evidencias son consistentes con la nocion de que la reconsolidacién es mas bien, un
proceso donde la memoria previamente consolidada puede ser actualizada. Sin embargo, un
reporte en el afio 2005 indica que la reconsolidacién y la integracion de nueva informacion son
procesos distintos. Tronel et al. (2005) condicionaron a ratas utilizando una luz y un lugar como
estimulos condicionados y un choque eléctrico como estimulo incondicionado. En el dia de
evocacion se les colocd en un nuevo lugar (un tercer EC) y la luz fue presentada sin la asociacion
de choque eléctrico. Esto genera una nueva asociacion entre el primer condicionamiento y el
tercer EC, fendmeno conocido como condicionamiento de segundo orden. Ellos demostraron que
el factor de transcripcion® C/EBPB (CCAAT enhancer binding protein B) es requerido en el
hipocampo para la MLP del segundo condicionamiento. Sin embargo, si en la fase de evocacion
los mismos estimulos condicionados son presentados como en la adquisicién, el C/EBPf es
requerido en la amigdala para el mantenimiento de la MLP. La conclusion de este trabajo es que
integrar nueva informacion sucede sin desestabilizar una memoria evocada. Es importante sefialar
que las diferencias moleculares encontradas por Tronel y colaboradores apoyan la nocion de que
la integracion de informacion diferente (condicionamiento de segundo orden) no es lo mismo que
el reforzamiento de un aprendizaje previo (evocacion con los mismos EC presentados en la
adquisicién), pero no sustentan que la reconsolidacién no sea un proceso para actualizar la
memoria, esto es, la integracion de diferente informacion (otro contexto llamado por ellos como
incorporar nueva informacién) o del mismo tipo de informacion (llamado por ellos
reconsolidacién) no forzosamente deben de requerir de los mismos mecanismos moleculares en
las mismas regiones. Como ya se menciond, estos datos apuntan nuevamente a que la
reconsolidacion es parte de un proceso de actualizacion que permite que, durante la evocacion, se

incorpore informacion nueva a un trazo de memoria.

® Factores de trascripcion son proteinas que trabajan conjuntamente con otras proteinas en la regulacién de la transcripcion génica (Alberts et al.,
2002)
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I11. LA MEMORIA GUSTATIVA

La obtencion de nutrientes es una de las actividades mas importantes para los seres vivos y
el organismo le dedica gran cantidad de tiempo y energia para conseguirlos, almacenarlos y
consumirlos. Esta actividad se complica no solamente por la necesidad de localizarlos y
recolectarlos o atraparlos, sino también por la existencia en la naturaleza de sustancias toxicas
gue se encuentran en ocasiones mezcladas con ellos. Esto genera que los animales tengan la
tendencia de consumir sélo aquellos alimentos que conocen, asegurandose asi de consumir
unicamente aquellos que no les han causado intoxicacion (Rozin, 1977). Esto es realizado por
sistemas sensoriales altamente especializados como el olfato y el gusto, los cuales detectan
caracteristicas quimicas como la concentracién y la temperatura de los que dependen la cualidad

de un sabor (dulce, salado, amargo y acido) (Smith y St John, 1999).

En el caso de los alimentos, cuando un animal se encuentra con un sabor nuevo titubea en
comerlo, esto se refleja en un consumo reducido del mismo, a lo que se le llama respuesta
neofdbica; a partir de ese momento y con base en las consecuencias que conlleve el consumo de
ese sabor, se pueden formar dos tipos de memoria gustativa, una memoria segura 0 una memoria
de aversion (Gutiérrez et al., 2003a). Ambas memorias se determinan con base a las
consecuencias postingestionales tras el consumo del alimento; una de las respuestas mas
observadas en muchas especies es la de evitar la ingesta de alimentos nocivos. Si los animales
consumen el sabor novedoso y éste es acompafiado de malestar gastrointestinal, el animal rechaza
el alimento la proxima vez que sea presentado debido a que el animal asocio el malestar con el
sabor del alimento ingerido, generando una aversion de larga duracion; a esto se le conoce como
condicionamiento de aversion a los sabores (CAS). EI CAS es un paradigma de aprendizaje
asociativo que consiste en la asociacion de un estimulo gustativo (estimulo condicionado, EC)
con las consecuencias negativas tras su consumo (estimulo incondicionado, El). En el ambito
experimental, el malestar se produce mediante la administracion de agentes como el cloruro de
litio (Garcia et al., 1955; Bures et al., 1998). En contraste se encuentra la atenuacion de la
neofobia (AN) (Domjan, 1976), tarea en la cual el animal aprende que el sabor es seguro (Kalat et

al., 1973; Gutiérrez et al., 2003a). Estos dos tipos de memoria gustativa, memoria segura y
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memoria de aversion, dependen de una representacion neuronal del sabor, que puede ser
procesada en paralelo en diversas regiones cerebrales cambiando su direccidn hacia seguro o de
aversion, dependiendo de las consecuencias que tuvo el consumo de un sabor. A esta
representacion neuronal se le ha llamado trazo de memoria del sabor (TMS) (Bermudez-Rattoni,
2004), tal como se muestra en la figura 3.1.
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Figura 3.1 Trazos de memoria del sabor. Consumo de sacarina expresada en porcentaje de consumo de agua (linea
base) durante la primera y subsecuentes presentaciones. Los cuadrados representan un grupo de animales que recibio
la inyeccion de un agente que provoca malestar gastrico (LiCl). A partir de las siguientes presentaciones del sabor se
puede se puede observar la aparicion de la extincién entendiéndose como un incremento del sabor como
consecuencia de la adquisicion de asociaciones del sabor sin malestar gastrico. Los circulos corresponden a un grupo

que presentd atenuacion de la neofobia (animales que no recibieron LiCl) (Modificado de Bermudez-Rattoni, 2004).

El presente trabajo se enfocard en la memoria gustativa de aversion; asi como en la
extincion de la respuesta de aversion generada por el sabor. Particularmente la tarea del CAS ha
sido una tarea de gran utilidad para conocer algunos de los mecanismos de la memoria debido a
que se conocen las vias de ascenso y descenso de la informacion gustativa y visceral, y tiene la

ventaja de ser un método experimental facil de aplicar y que no requiere de muchos ensayos.
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3.1 Condicionamiento de aversion a los sabores

El condicionamiento de aversion a los sabores (CAS) fue descrito en la década de los
cuarenta por John Garcia y colaboradores después de observar que animales expuestos a
radiaciones desarrollaron aversién a cualquier alimento que se les diera dentro de las camaras de
radiacion o bien, a cualquier estimulo relacionado con los efectos de las radiaciones. De modo tal
que si dentro de las camaras se daba agua con bebedero de metal y después se radiaba, jamas
volvian a tomar agua con bebedero similar. Este rechazo resultaba de la asociacién de las
caracteristicas fisicas del bebedero con la aparicion del malestar gastrico por las radiaciones. Este
procedimiento se convirtio en el condicionamiento de aversion a los sabores. En la actualidad se
emplea el sabor como estimulo novedoso y se asocia a irritantes gastricos como el cloruro de
litio, tal como se esquematiza en la figura 3.2. Este condicionamiento se distingue de otro tipo de
paradigmas de aprendizaje debido, al menos, a dos caracteristicas importantes.

1. Aprendizaje en un solo ensayo. En muchas especies un solo consumo seguido por
malestar es suficiente para generar aversion al sabor. Entre éstas se encuentran: ratas, coyotes y
lobos (Bower, 1997). La novedad del sabor es quiza la variable con mayor influencia sobre la

habilidad de los organismos para aprender CAS en un solo ensayo (Kalat, 1974).

2. Soporta intervalos de horas entre estimulos. Un animal puede aprender aversion a un
sabor, aun cuando el malestar fue inducido horas después de terminado su consumo (Rozin,
1969). Por ejemplo, Revusky (1968) reportd un intervalo entre estimulos de 8 horas utilizando
sacarosa e irradiacion de rayos X. Hasta el momento se han descrito que intervalos que van desde
minutos hasta 24 horas pueden inducir aversion. En otros casos se ha descubierto que intervalos
muy pequefios no inducen aversion, por ejemplo. Schafe et al. (1995) al utilizar canulas
intraorales, para introducir directamente a la cavidad bucal el sabor e inyeccién intravenosa de
apomorfina® demostraron que un intervalo de 10 segundos entre estimulos no induce aversion al

sabor comparada a la adquirida con intervalos de 15 6 30 minutos.

© Un agonista no selectivo de receptores dopaminergicos tipo D, utilizado en el tratamiento de enfermedad neurodegenerativas de Parkinson (Hag
et al., 2007). También utilizado como El en el entrenamiento del CAS: (Yamamoto et al., 1998)
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Figura 3.2 Esquema sintetizado del procedimiento conductual de condicionamiento de aversion a los sabores.
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3.2 Relevos de la informacion en el sistema gustativo

3.2.1 Vias del procesamiento de informacion gustativa

La traduccion quimica de un sabor ocurre en la cavidad oral cuando una sustancia hace
contacto con las células receptoras que registran la cualidad y concentracion del alimento. Los
receptores gustativos estan inervadas por 4 nervios craneales involucrados en la deteccion del
sabor: el nervio facial (VII), nervio trigémino rama (V), nervio glosofaringeo (I1X) y el nervio
vago (X); estos nervios terminan en el Nucleo del Tracto Solitario (NTS) (Saper, 2002;
Bermudez-Rattoni, 2004).

La informacion gustativa llega al nervio facial a partir de las ramificaciones: cuerda del
timpano a través del ganglio dtico del nervio petroso mayor superficial y del nervio lingual
(perteneciente a la tercer division del nervio trigémino), que inervan a las células fungiformes de
la region rostral (2/3 partes) de la lengua (Saper, 2002). El nervio glosofaringeo, cuyos cuerpos
neuronales se encuentran en el ganglio geniculado, inerva también a la parte posterior de la
lengua y parte de la region orofaringea teniendo contacto con la mayoria de los receptores
gustativos. Este nervio termina en la parte mas caudal de la region rostral y medial del NTS
(Bures et al., 1998). La informacion gustativa, al igual que la visceral, respiratoria y pulmonar
viaja del NTS al ndcleo parabraquial. La gustativa es transportada de forma ipsilateral hasta la
region posteromedial y lateral (Reilly 1999).

El nucleo parabraquial (PBN) podria ser el primer area donde se procesa la informacion
gustativa y visceral (Baird et al., 2001); puesto que, células gustativas registradas
electrofisiologicamente en el PBN fueron moduladas por distension géastrica. El nucleo
parabraquial transporta la informacion por medio de dos rutas; una se conecta bilateralmente con
la region parvicelular del ndcleo talamico ventroposteromedial (nicleo gustativo del talamo) que
proyecta a la corteza insular y al nacleo parasubtalamico, en el cual confluye la informacion
gustativa y visceral del nervio glosofaringeo y vago, provenientes del NTS y manda la

informacidn a la corteza insular (Goto y Swanson, 2004). La otra via es por medio del sistema
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limbico, conectandose con la amigdala central (Sakai y Yamamoto 1999), ndcleo de la estria
terminalis del tdlamo, hipotalamo lateral y substancia inominata, que envian la informacion a la
corteza insular (Reilly, 1999). El nucleo parabraquial envia axones al talamo ventroposteromedial
parvicelular o talamo gustativo de forma bilateral, al igual que al nucleo parasubtalamico, cuya
funcion es modular la respuesta digestiva y metabodlica puesto que adquiere informacion de
aferencias viscerales, gustativas del NTS y PBN e informacion olfativa a través de la amigdala
(Goto y Swanson, 2004).

Las proyecciones del nucleo parabraquial al sistema limbico (cerebro anterior) son
bidireccionales y se ha visto que la amigdala, hipotdlamo lateral y corteza insular modulan la
respuesta gustativa en el PBN y NTS. La estria terminal del tdlamo es una estructura
perteneciente al cerebro medio y manda gran cantidad de proyecciones al ndcleo accumbens
(region caudal), algunas de estas fibras contindan en la region ventromedial del nicleo
accumbens y rostral, para terminar en las capas profundas del tubérculo olfativo y en el extremo

rostral del ndcleo septal lateral (Dong Hong-Wei y Swanson, 2004).

3.2.2 Vias del procesamiento de informacion visceral

La informacion gastrointestinal viaja a través del nervio vago e inerva entre otras
estructuras viscerales, al tracto gastrointestinal, desde el esfinter del es6fago hasta el colon
(Andrews y Sanger, 2002). De alli, la informacion es llevada a dos regiones del tallo cerebral y al
nucleo dorsal del vago, el cual también tiene comunicacién con algunas fibras secundarias del
nervio glosofaringeo, centro olfativo y vestibular, que llevan a su vez, informacién olfativa
aunada a la gustativa produciendo reflejos de salivacion, secrecion de jugos gastricos o vomito
(Enriquez Frodden, 1985). Las aferencias gastrointestinales ocupan la parte caudal, intermedial, y
central del NTS. La informacion del nervio vago también proviene de la via hematica arribando
al area postrema, un érgano circunventricular sensible a las toxinas presentes en sangre, y de ahi
al NTS, formacion reticular medular y nucleo parabraquial. EI NTS proyecta a la formacion

reticular medular (ventrolateral caudal), incluyendo a la zona parvicelular que integra tanto

Pagina | 22



LA SINTESIS DE PROTEINAS EN LA CORTEZA INSULAR ES NECESARIA PARA LA ACTUALIZACION A LARGO PLAZO DE LA 2008
MEMORIA GUSTATIVA DE EXTINCION [ ]

informacidn gustativa como gastrointestinal. También manda informacion al nucleo parabraquial
lateral y en menor cantidad a la amigdala central (prioritariamente region lateral y medial),
conectandose de forma ipsilateral (Spray y Bernstein, 2004). El ndcleo parabraquial lateral
manda informacion visceral al tdlamo, principalmente a la region ventroposterolateral, al nacleo
parvicelular, la zona inserta (Sakai y Yamamoto, 1999), corteza insular regién agranular,
amigdala central region lateral (McDonald, 1999) e hipotalamo lateral (Reilly, 1999). El
complejo amigdalino es componente indispensable para la evaluacion de la relevancia de la
informacién externa e interna del cuerpo, una vez que ha sido reconocida, la amigdala puede
coordinar una respuesta conductual (Wright et al., 1996). Las vias de procesamiento gustativo y

visceral se presentan de manera esquematica en la figura 4.1
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Figura 3.3 (A) Principales relevos de la informacion gustativa y visceral en el cerebro de la rata. Pares de Nervios
Craneales: Facial (VII), Nervio Glosofaringeo (IX) y Nervio Vago (X). Ndcleo del tracto solitario (NTS). Nicleo
parabraquial del puente. Regidn ventroposteromedial del talamo. Area hipotalamica lateral (HL). Amigdala (Amig).
Corteza gustativa localizada en la region disgranular de la corteza insular (CG). Modificado de Yamamoto, et al.,
1998 (B) Diagrama esquematico de las vias gustativas y viscerales. Nucleo del tracto solitario (NTS). Subntcleo
dorso lateral del ndcleo parabraquial. (sdl). Subntcleo exterior lateral del ndcleo parabraquial (sle). Nucleo basalis
magnocellularis (NBM). Corteza insular (CI). Nucleo ventroposterolateral del talamo (vpl). Nucleo
ventroposteromedial del talamo (Vpm). Area ventral tegmental (VTA). Nucleo accumbens (NAcc) Las lineas negras
representan axones que llevan la informacion visceral; las lineas grises representan axones que llevan la informacién
gustativa; las lineas punteadas representan proyecciones que participan en la aversion al sabor pero cuya modalidad
sensorial es desconocida. La informacion gustativa es enviada a través de los nervios craneales hasta el nicleo del
tracto solitario y posteriormente enviada al ndcleo parabraquial en el sdl cuyas fibras se conectan con Vpm del
talamo; algunos axones se conectan con la region disgranular-agranular de la corteza insular (Cl) (Modificado de

Bermudez Ratonni, 2004 y Ramirez Lugo et al., 2007).
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3.3 La corteza insular: organizacion estructural

La corteza insular (Cl) es una region que esta relacionada con el procesamiento y
almacenamiento de la informacion gustativa. En el cerebro de la rata, se encuentra en la
superficie lateral del hemisferio cerebral, en la region dorsal del surco rinal rostral a la corteza

perirrinal, por donde cruza la arteria cerebral media.

Histologicamente se divide en tres regiones, agranular, disgranular y granular debido a la
presencia de neuronas granulares (vease en figura 4.3). La corteza insular comprende un &rea de 3
mm y 1 mm en ratas por encima y a lo largo del surco rinal alrededor de la arteria media (Braun
et al., 1982). La region mas ventral (disgranular) esta relacionado con el sistema gustativo
(Yamamoto et al., 2006). Es una estructura importante tanto para la deteccion del sabor como de
los efectos viscerales posteriores. La corteza gustativa (CG) presenta conexiones reciprocas con

la amigdala y con el nucleo parabraquial.

Estructuralmente la Cl en humanos se localiza en la profundidad del surco lateral, con una
apertura dentro de esta region que es frecuentemente referida como el lumen insula (véase en la
figura 4.3). La organizacion celular de la insula en humanos se compone de tres regiones
continuas de corteza divididas. La porcion ventral contiene a la corteza agranular mientras que la
insula caudal es granular. Entre estas dos regiones se ubica una zona de transicion disgranular
(Mesulam y Mufson, 1982). La corteza de la insula ventral consiste de tres estratos celulares, los

cuales contienen agregados de células no granulares.

Muchas de las conexiones de la insula son reciprocas. La insula posterior tiene conexiones
con el &rea suplementaria motora, la corteza somatosensorial primaria y secundaria, la corteza
auditiva primaria y secundaria. Todas las conexiones de la insula poseen conexiones con el

I6bulo temporal medial y regiones cinguladas (Flynn et al., 1999).

Estudios electrofisiolégicos en ratas realizados por Yamamoto et al. (1989) muestran que

la corteza insular disgranular presenta caracteristicas diferenciales en cuanto a estimulacion por
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medio de un sabor determinado. Las neuronas que se estimulan preferentemente con un sabor
dulce se encuentran en la parte rostral, y con quinina primordialmente en la region caudal y en la
region granular. Esto ha sugerido que la CI es una region de la percepcidn gustativa, que no esta
exenta de recibir otro tipo de informacion sensorial, por lo que es considerada como una

estructura multimodal en donde se procesan las sefiales sensoriales.

La ClI recibe proyecciones de acetilcolina provenientes principalmente del nicleo Magno
Basalis Celullaris (NBM) y de fibras glutamatérgicas provenientes de amigdala, tdlamo y de
conexiones corticocorticales (Davis et al.,1994). Existe evidencia de que algunos de estos
sistemas de neurotransmision tienen un papel en la memoria gustativa. Por ejemplo, en un estudio
realizado por Berman et al. (2000), se probo el efecto de la microinyeccion en la corteza insular
de agonistas y antagonistas de neurotransmisores y de neuromoduladores identificados en la
activacion de cinasas’ ERK1-2 (Extracellular signal regulated kinases) ante un sabor novedoso y
en la adquisicion de la memoria gustativa. Ademas, sélo las vias de entrada glutamatérgicas y
colinérgicas funcionan especificamente en la activacién 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 (Berman et al., 2000).

Otras investigaciones han demostrado que el blogueo intracortical de los receptores de
NMDA interrumpe la formacion de la memoria en las fases iniciales (adquisicion y
consolidacién) pero no la consolidacién del CAS o la evocacion de la memoria, sugiriendo que
estos receptores estan involucrados en los procesos tempranos que tienen lugar en la corteza

insular durante la formacién y recuperacion de la memoria por condicionamiento al sabor

(Gutiérrez et al., 1999). Estudios realizados aplicando un antagonista de receptores muscarinicos
de acetilcolina (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

" Proteinas cinasas Enzimas que transfieren grupos fosfato (cedidos por la molécula trifosfato de adenosina o ATP) uniéndose a ciertas proteinas
de manera tal que la funcién de dicha proteina se modifica. (Alberts et al., 2002)
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el intervalo entre el estimulo condicionado y el incondicionado, produce un deterioro
significativo en las memorias de corto y largo plazo (Ferreira et al., 2002)

C Coreza insular

Figura 3.4 (A) La corteza insular en el humano se encuentra localizada profundamente en la superficie lateral del
cerebro, dentro del surco lateral (fisura de Silvio) que separa los l6bulos frontales y temporales: La fisura lateral ha
sido separada para dejando expuesta la insula (Modificado de Purves et al., 2001). (B) La insula expuesta
removiendo opercula, regiones corticales superpuestas que forman parte de los I6bulos frontal, temporal y parietal
(Gray, 2000) (C) Seccion coronal de cerebro humano (Modificado de Purves et al., 2001)
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Figura 3.5 Representacion de las capas de la corteza insular en rata. (GI) capa granular, (DI) capa disgranular, (Al)
capa agranular. Seccion Coronal + 1.2 mm de Bregma del Atlas estereotaxico del cerebro de rata de Paxinos y
Watson, 1998 (Modificado de Berman et al., 2000).

3.4 Amigdala: anatomia y funciones

La amigdala es un componente indispensable para la evaluacion de la relevancia de la
informacidn externa e interna del cuerpo y puede coordinar una respuesta conductual (Wright et
al., 1996). La amigdala en ratas puede dividirse en cuatro grupos: (1) nacleo central (ACe); (2)
nucleo medial; (3) nacleo basomedial y cortical (4) nacleos lateral y basolateral (ABL) (véase la
figura 4.2) (Lamprecht et al., 1997). La amigdala manda informacion al area hipotalamica lateral,
PBN, médula ventrolateral y NTS, mayoritariamente a la regidén parvicelular y en menor
proporcién a la ventrolateral (Spray y Bernstein, 2004). La amigdala central tiene conexiones
con NTS, PBN, CI region agranular y el complejo taldmico posterior intra laminar (zona inserta).
Las neuronas del nucleo central, region lateral, responden mayoritariamente a informacion
cardiovascular y visceral provenientes de la insula granular, disgranular visceral y agranular
posterior (McDonald, 1999). La ABL recibe informacion viscerosensorial de corteza insular,
complejo taldmico posterior intra laminar y del nucleo central de la amigdala. La ABL tiene
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algunas pocas proyecciones al nucleo accumbens central (region medial), el cual manda la
informacidn a la sustancia nigra (region rostral), que la envia al talamo medial y éste a la corteza
prelimbica, la cual puede controlar también la activacion de centros autonomos de la médula
oblonga y tallo cerebral. Es importante considerar las conexiones reciprocas entre la corteza
insular y la amigdala, esta ltima relacionada en tareas de aversién como el condicionamiento al
miedo y la prevencion pasiva, asi como con respuestas emocionales como el miedo y la agresion
(LeDoux, 1993).

Las principales fuente de informacion sensorial hacia la amigdala provienen de la corteza
cerebral (Mcdonald, 1998), estas proyecciones son glutamatérgicas (Ottersen et al., 1986) y la

mayoria son ipsilaterales y entran a la amigdala por medio de la capsula externa (Paxinos, 1995)

Existe evidencia de que algunos de estos sistemas de neurotransmision tienen una
participacion en memoria. Se ha comprobado que la infusion de un agonista receptores
muscarinicos como la oxotremorina o el 8-Br-cAMP, un analogo del segundo mensajero AMP,
monofosfato ciclico de adenosina, favorece la consolidacion de la memoria, en pruebas con
entrenamiento en una tarea de prevencion pasiva, en el que los animales aprenden a evitar un
contexto asociado con choques eléctricos. Miranda y McGaugh (2004), investigaron los efectos
del 8-Br-cAMP y la oxotremorina (un agonista de receptores muscarinicos) en la corteza insular,
administrados después de un entrenamiento en pruebas de prevencion pasiva y durante la
adquisicion y consolidacién del CAS. La infusion post-entrenamiento en CI de 0.3 ug
oxotremorina y de 1.25ug de 8-Br-AMP incrementd la retencion de la tarea de prevencion pasiva.

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 bloqueé el efecto que la administracion de

8-Br-cAMP y oxotremorina producian en la corteza insular. Esto sugiere que dicha corteza esta
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implicada en la consolidacion de la memoria en pruebas del CAS o de prevencion pasiva, y que

este efecto requiere una actividad noradrenérgica en la amigdala basolateral.

Cuerpo
calloso

Ventriculo
lateral Talamo

Nucleo central medial
de la amigdala

Nucleo Nucleo basomedial

basolateral de
la amigdala

Figura 3.6 Seccién coronal del cerebro de rata en la que se muestra la localizacién de la amigdala -2.5 de Bregma

Atlas estereotaxico del cerebro de rata de Paxinos y Watson, 1998
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3.5 Extincion Gustativa

La Cl y la amigdala han sido involucradas en la adquisicion y almacenamiento de
diferentes tareas de aprendizaje entre las que se encuentra el CAS. Es interesante sefialar que las
interacciones entre la Cl y la ABL pueden ser importantes en la formacion de una memoria de
aversion. Se ha comprobado que la participacion de la corteza insular en la formacion de la tarea
del CAS requiere de la actividad intacta del nicleo de la ABL (Miranda y McGaugh, 2004).

Se ha descrito que lesiones bilaterales en la ClI afectan la adquisicion y consolidacion del
CAS (Braun et al., 1982; Yamamoto et al., 1995). Igualmente se ha observado que en esta region
es indispensable la sintesis de proteinas para el almacenamiento a largo plazo de la tarea
(Rosenblum et al., 1993). De la misma forma, se ha reportado que la inhibicion de la sintesis de
proteinas en la Cl evita la extincion del CAS, dejando intacta la memoria del condicionamiento
después de su evocacion lo que se refleja, a nivel conductual, como un buen desempefio en la
respuesta de aversion al sabor (Berman y Dudai, 2001). Como a su vez, se ha comprobado que el
blogueo de receptores 3 adrenérgicos (Berman et al., 2003) y de receptores a canabinoides (CB1)

(Kobilo et al., 2007) en esta region afectan la consolidacion de la extincidn gustativa.

Por otra parte, algunos estudios han demostrado que la participacion de la amigdala es
necesaria en el aprendizaje del CAS a través del nucleo basolateral (Yasoshima et al., 2000).
Ademas, otros reportes sugieren que la ABL juega un papel indispensable en la consolidacion de
la memoria de CAS (Miranda et al., 2003). Bahar et al. (2003) demostraron que con la aplicacion
de anisomicina en la ABL se afecta el proceso de extincién de la tarea del CAS. Por el contrario,
la inhibicidn de la sintesis de proteinas en la ACe no interrumpe la consolidacién de la extincion
(Bahar et al., 2004).
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 Planteamiento del problema

Dado los antecedentes presentados, la Cl y la ABL participan en el almacén a largo plazo
de la extincion de una memoria gustativa de aversion por medio de la sintesis de proteinas y
dado a que la CI participa en el proceso de incorporacion de nueva informacién a un trazo de
memoria gustativo (el caso de la atenuacion de la neofobia), entonces, la ABL y la CI podrian
permitir la incorporacion de nueva informacion a un trazo de memoria de extincion previamente

consolidado, por medio de la sintesis de proteinas.

4.2 Hipotesis

La sintesis de proteinas es requerida en la corteza insular y la amigdala basolateral para la

integracion de informacidn actualizada a la memoria de extincién gustativa.

El objetivo del presente trabajo es probar esta hipotesis mediante los siguientes objetivos

especificos.

4.3 Objetivos Especificos

1. Replicar si la inhibicion de la sintesis de proteinas en la corteza insular o la amigdala

basolateral afecta la consolidacion de un trazo de memoria gustativa de extincion.
2. En condiciones donde se actualiza la memoria gustativa de extincion, evaluar el efecto de

la inhibicion de la sintesis de proteinas en la(s) estructura(s) donde se observo efecto en el

objetivo anterior.
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3. En condiciones donde no se actualiza la memoria gustativa de extincion (asintota de
aprendizaje), analizar el efecto de la inhibicion de la sintesis de proteinas en la(s)

estructura(s) en las que se observé efecto sobre la consolidacion de la extincién.
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V. METODO

5.1. Sujetos

Se utilizaron 85 ratas macho de la cepa Wistar de 270-300 g de peso, obtenidas del
bioterio del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Se mantuvieron en cajas individuales en un
ambiente de 22 + 1 °C con un ciclo de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad (luz 7.00 a.m.), sin
restriccion de comida. El consumo de liquidos sélo estuvo limitado durante los procedimientos
conductuales. Todas las manipulaciones y procedimientos conductuales se realizaron durante la

fase de luz.

5.2 Cirugia e implantacion de canulas

Los animales fueron anestesiados via intraperitoneal (i.p.) con una mezcla de ketamina
(76 mg/ Kg) y xilazina (8 mg/ Kg). Bajo anestesia, se les implantd canulas bilateralmente de
acuerdo a procedimientos estereotdxicos en la corteza insular (coordenadas: anterior 1.2mm,
lateral +5.5mm, y ventral 4mm con respecto a Bregma) o amigdala basolateral (coordenadas:
posterior 2.8mm, lateral £5mm, y ventral 6.5mm con respecto a Bregma) (Paxinos y Watson,
1998). Las céanulas se colocaron 2mm arriba del area de interés para evitar alteraciones por
lesiones fisicas. Mediante un soporte de dos tornillos y cemento dental se fijaron las canulas al
craneo. Se protegid a las canulas de posibles obstrucciones con la colocacion de mandriles del
mismo tamafio. Una vez terminada la operacion quirdrgica, se dejaron a las ratas recuperarse por
cinco dias con alimento y agua sin restriccion. El tiempo de recuperacion post-quirdrgico antes de
realizar el entrenamiento conductual ha sido utilizado con base en reportes previos (Gutiérrez, et
al., 2003; Ramirez-Lugo et al., 2003b).
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5.3 Farmacos

Se utilizé como vehiculo una solucién artificial de liquido cefalorraquideo (125mM NaCl,
5 mM KCI, 1.25 mM NaH,PO, H,0, 1.5 mM MgSO, 7H,0, 26mM NaHCOs3, 10mM glucosa
2.5mM CaCl,). Como inhibidor de la sintesis de proteinas se utilizd anisomicina (Sigma) a una
concentracion de 120 mg/mL, concentracion basada en un estudio que demuestra efectos sobre la
memoria gustativa de aversion a esta dosis (Rosenblum, 1993); a la cual se le agregd una

cantidad equimolar de HCI y se disolvio en solucién vehiculo ajustando después el pH a 7.4.

5.4 Microinyecciones

Durante al menos tres dias previos a la inyeccion, los animales se manipularon 3 veces
por minuto para habituarlos al contacto con el investigador y evitar un estado de estrés el dia de
la microinyeccion, asi como también para valorar el estado de salud de los mismos. La
manipulacion consistio en sacar a la rata de su caja, revisar los tapones (mandriles) de las canulas
y sujetarla suavemente simulando la infusion de los tratamientos. En el Gltimo dia se colocé un
inyector falso con las medidas de la aguja que se emplearia durante la infusion (14 mm de largo,
con un diametro de 0.012mm). Los farmacos se inyectaron bilateralmente inmediatamente
después de consumir la sacarina. Las inyecciones se administraron mediante una aguja dental que
fue introducida por cada cénula hasta llegar a la zona deseada, la aguja se encontrd conectada, a
través de una tuberia de polietileno, a jeringas marca Hamilton de 10 uL montadas en una bomba
automatica de microinyeccion. El volumen administrado fue de 1 uL (Cl) o 0.5 uL (amigdala)
por hemisferio en un tiempo total de un minuto. Para permitir la completa difusion del farmaco,
los inyectores fueron mantenidos un minuto mas dentro de la canula después de la inyeccion, de

manera que todo residuo del farmaco hubiera sido absorbido por el tejido.

Pagina | 35



LA SINTESIS DE PROTEINAS EN LA CORTEZA INSULAR ES NECESARIA PARA LA ACTUALIZACION A LARGO PLAZO DE LA 2008
MEMORIA GUSTATIVA DE EXTINCION [ ]

5.5 Histologia

Para validar los datos conductuales, se realiz6 un estudio histologico para corroborar que
el area afectada fuera la corteza insular y la amigdala basolateral. Finalizado cada experimento
las ratas fueron sacrificadas con una sobredosis de pentobarbital y perfundidas a través de la aorta
ascendente con solucion salina isotonica (NaCl 0.9%) para evitar que el tejido se deteriorada por
cambios osmoticos. Los cerebros fueron removidos y fijados con paraformaldehido al 4% en
amortiguador de fosfatos durante 3 dias. Posteriormente se cambiaron a una solucion de
amortiguador de fosfatos con sacarosa al 30 % por cinco dias. Los cerebros se cortaron a 40 um
en un micrétomo de congelacion y los cortes obtenidos fueron tefiidos mediante la técnica de

violeta de cresilo y observados en el microscopio de luz.

5.6. Procedimiento conductual

5.6.1. Condicionamiento de Aversion al sabor (CAS)

Se utilizaron como bebederos probetas graduadas de plastico de 50 mL con tapén de hule
y pipeta de metal. Los animales se sometieron a una privacion de agua durante 24 horas. En los
siguientes tres dias se les dio, en las mafanas (10:00 + 1 hora), 30 mL de agua durante 15
minutos, para obtener la tasa de consumo de liquido diario (linea base). El registro del consumo
se toméd con una precision de 0.5 mL. El cuarto dia consistio en el consumo de una solucion al
0.1 % de sacarina sodica durante 15 minutos; 15 minutos después del término del consumo se les
inyecto, i.p., una solucidén de cloruro de litio (LiCl) 0.15 M (10 mL/ Kg) como irritante gastrico.
4 horas después las ratas tuvieron acceso al agua por 15 minutos para evitar deshidratacion. El
procedimiento del cuarto dia se repitid a las 24 horas con el objeto de obtener una mayor aversion
al sabor.
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VI. EXPERIMENTOS

6.1 Experimento 1. Efectos de la inhibicion de la sintesis de proteinas en la Cl y ABL

durante la consolidacién de la memoria extincion

6.1.1 Protocolo de Entrenamiento de Extincién

Después de los dos dias consecutivos de condicionamiento, en el sexto dia, a los animales
se les presentd la solucidon de sacarina al 0.1 % durante 15 minutos sin la inyeccién de LiCl. Una
hora después se les dio acceso a agua para evitar deshidratacion. Las microinyecciones en la
corteza insular (Cl) o amigdala basolateral (ABL) se realizaron en la primera extincion como

muestra la figura 6.1. El dia de la prueba fue realizada en la segunda extincion.

Tratamiento Prueba

CAS CAS
Cirugia Y '
5 0 1 2 3 4 5 6 7 (Dias)
Consumo BxT o EXT2
agua Extincién
EXTINCION 1

Inyeccion en

Sacarina  Cl/Am igdala basolateral Agua
| 1 ]

Figura 6.1 Protocolo del experimento 1
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Los animales se dividieron en dos grupos independientes de la siguiente manera:

GRUPO TRATAMIENTO NUMERO DE NUMERO DE
ANIMALES EN CI ANIMALES EN
ABL
Anisomicina Anisomicina 17 17

inmediatamente
después de la
sacarina en la

extincion 1.

Vehiculo Solucion Vehiculo 13 15
inmediatamente
después de la
sacarinaen la

extincion 1.

6.1.2 Analisis de datos

El anélisis de datos generados en los experimentos conductuales se efectu6 a través de la
prueba t de Student para comparar consumos en un ensayo particular. Una probabilidad menor a
0.05 fue el limite fijado para considerar diferencias significativas.
6.1.3 Resultados

Un sabor apetecible cambia su valor hedonico a repulsivo si este produce malestar. El

grado de aversion es mayor cuando el malestar se manifiesta unos minutos u horas después de la

ingestion. Sin embargo, las presentaciones subsecuentes de ese sabor sin consecuencias dafinas,
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disminuyen el grado de asociacion entre el sabor y el malestar y por consiguiente, el consumo del
sabor se incrementa por la pérdida de consecuencias nocivas. Este incremento es reflejo de un
nuevo aprendizaje nombrado extincion (figura 6.2, de la presentacion 3 en adelante). Cada vez
que el animal es expuesto al sabor su consumo se incrementa hasta llegar a una meseta (nivel

asintotico).

La figura 6.3 muestra que los animales a los que se les inyectd anisomicina en la Cl,
presentaron aversion en el dia de la prueba de memoria de extincion (presentacion 4). El analisis
de una t de Student de muestras independientes indicd que el grupo de anisomicina (n= 17)
inyectado inmediatamente despues de la presentacion del sabor es distinto del grupo vehiculo (n
= 13) en el dia de la prueba (tes) p < 0.01). Es mas, el analisis de una t de Student de muestras
pareadas indic6 que no hay diferencias en el grupo inyectado con anisomicina entre el dia de la
inyeccion y el dia de la prueba (tus, NS). Estos resultados indican que la extincion del CAS
requiere de sintesis de proteinas en la corteza insular para ser consolidada. Este efecto de la
anisomicina es temporal y no se observa en el resto de las presentaciones de extincion, en las
cuales hubo un incremento en el consumo del sabor, lo que descarta un dafio permanente de la

estructura.
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LiCl LiCl EXT1 EXT2 EXT3  EXT4 EXT5 EXTé EXT7

PROM LBI

Presentaciones de sacarina 0.1 %

Figura 6.2 Conducta de extincion. Las ratas recibieron tres dias de consumo basal de agua (PROM LB). Al cuarto dia
se les presentd sacarina 0.1 %, 15 minutos después del consumo se les inyect6 LiCl i.p. (0.15 M, 10mL/ Kg peso,
triangulos) durante dos dias consecutivamente. A partir de la tercera presentacion de sacarina se da inicio al
fenémeno de extincion hasta alcanzar una asintota en posteriores presentaciones. Media + error estandar consumo
(mL) de sacarina 0.1 %. Eje de las abscisas muestra dias de presentacion del sabor.
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Figura 6.3 La inhibicién de la sintesis de proteinas en la CI evita la consolidacién de la extincion. Las ratas
recibieron tres dias de consumo basal de agua (PROM LB). Puntas de flechas indican inyeccion i.p. de cloruro de
litio (0.15 M, 10ml/ Kg peso) 15 minutos después del consumo de sacarina 0.1 %. La linea negra con mayor grosor
indica sesiones de extincion. Dia de inyeccién (flecha) inmediatamente después de la presentacion del sabor. N6tese
que en el dia de prueba de la memoria de extincion (presentacion 4), el grupo con inyeccion de anisomicina tiene un
consumo similar al del dia anterior. Existen diferencias significativas (** = p < 0.01) en el dia de la prueba entre las

ratas inyectadas con anisomicina y vehiculo. Los resultados se muestran en medias + error estandar.
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La figura 6.4 muestra que los animales a los que se les inyectd anisomicina en la ABL
presentaron un incremento en el consumo en la segunda sesion de extincion (dia de la prueba,
presentacion 4) similar al grupo control. Una prueba t para muestras independientes en el dia de
la prueba indic6 que no hubo diferencias estadisticas entre el grupo inyectado con anisomicina y
el grupo inyectado con solucion vehiculo (t 0, NS). Por lo que la inhibicion de la sintesis de
proteinas ocasionada por la anisomicina en la ABL no tuvo efecto sobre la consolidacion de la
extincion del CAS.

|
20+ EC-noEl

e 154
£
o
=
@ 10 - -@- Vehiculo
3 _a_ Anisomicina
5 -
v v l
O L L.d L]
0 1 2 3 4
s LiCl LiCl EXT1 EXT2
Q
x
o

Presentaciones de sacarina 0.1 %

Figura 6.4 La inhibicion de la sintesis de proteinas en la ABL no tiene efecto en la consolidacion de la extincidn. Las
ratas recibieron tres dias de consumo basal de agua (PROM LB). Puntas de flechas indican inyeccion i.p. de cloruro
de litio (0.15 M, 10mL/ Kg peso) 15 minutos después del consumo de sacarina 0.1 %. La linea negra con mayor
grosor indica sesiones de extincion. La flecha indica el dia de inyeccion en la ABL inmediatamente después de la
presentacion del sabor. Nétese que la anisomicina no tuvo efecto en la consolidacion de la extincion del CAS (dia de
prueba de extincion, presentacion 4). Los resultados se muestran en medias + error estandar.

Pagina| 42



LA SINTESIS DE PROTEINAS EN LA CORTEZA INSULAR ES NECESARIA PARA LA ACTUALIZACION A LARGO PLAZO DE LA 2008
MEMORIA GUSTATIVA DE EXTINCION [ ]

6.2 Experimento 2 Efectos de la inhibicion de la sintesis de proteinas en la actualizacion de

nueva informacién en la Cl

6.2.1 Protocolo de Entrenamiento de Extincién

Después de dos dias consecutivos de condicionamiento, en el sexto dia, a los animales se
les presentd la solucién de sacarina al 0.1 % durante 15 minutos sin la inyeccién de LiCl. Una
hora después se les dio acceso a agua para evitar deshidratacion. En los dias siguientes las ratas
recibieron una vez al dia, la solucién de sacarina para evaluar la conducta de extincion. En el
octavo dia (tercera extincion) se aplicaron las inyecciones en la corteza insular inmediatamente
después del consumo de sacarina. El dia de la prueba fue realizado 24 horas después (cuarta

extincion). El procedimiento conductual puede observarse en la figura 6.5.

Tratamiento Prueba

CAS CAS
Cirugia ‘
5 0 1 2 3 4 5 & 71 8 5 (Dias)
Consumo EXT1 EXT2 EXT3  EXT4
AR Extincion
EXTINCION 3
Inyeccion
Sacarina en Cl Agua

Figura 6.5 Protocolo del experimento 2
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Los animales se dividieron en grupos independientes de la siguiente manera:

GRUPO TRATAMIENTO No. DE RATAS EN
Cl
Anisomicina Anisomicina 16

inmediatamente
despues de la sacarina

en la extincién 3.

Vehiculo Solucion Vehiculo 7
inmediatamente
despues de la sacarina

en la extincién 3.

6.2.2 Resultados

La figura 6.6 muestra a los grupos inyectados en la Cl inmediatamente después de la
presentacion del sabor en la tercera sesion de extincion. El analisis de la t de Student de muestras
independientes indico diferencias significativas en el consumo entre el grupo de anisomicina y su

grupo control en el dia de la prueba (te1), p < 0.01).

Ademas, el analisis de una t de Student de muestras pareadas indic6 que el grupo de
anisomicina (n = 16) es diferente entre el dia de la inyeccion (tercera extincion, presentacion 5) y
el dia de la prueba (la cuarta extincion, presentacion 6). Este resultado es importante porque nos
dice no solamente que el consumo no se incremento sino que disminuyo (tus), p<0.01) (figura
6.6, presentacion 6, grupo de anisomicina). El grupo inyectado con anisomicina tiene efecto sobre

la informacion previamente consolidada, ademas de que no puede integrar nueva informacion.

Para determinar si las diferencias se mantenian en la extincion siguiente a la prueba, se

realiz6 la comparacion entre el grupo de anisomicina y su grupo control en la presentacion 7
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(figura 6.6 quinta extincion, presentacion 7). La prueba t de Student de muestras independientes

indico que no hubo diferencias significativas (t (21), NS).

EC-noEl
20 7
~ 15 4
£
o
£
@ 10 o —@- Vehiculo
3 -a— Anisomicina
5 -
v v
0 = L] L] L] - -
1 2 3 4 5 6 7
LiCl LiCl EXT1 EXT2 EXT3 EXT4 EXTS

PROM LB

Presentaciones de sacarina 0.1 %

Figura 6.6 La inhibicion de la sintesis de proteinas en la Cl evita la integracion de nueva informacion y ademas
afecta la memoria previamente consolidada. Las ratas recibieron tres dias de consumo basal de agua (PROM LB).
Puntas de flechas indican inyeccion i.p. de cloruro de litio (0.15 M, 10mL/ Kg peso) 15 minutos después del
consumo de sacarina 0.1 %. La linea negra con mayor grosor indica sesiones de extincion. Dia de inyeccion (flecha)
inmediatamente después de la presentacion del sabor. Nétese que la anisomicina tuvo efecto en la actualizacién a
largo plazo de la extincion del CAS (dia de prueba de extincidn, presentacion 6). Como se observa, existen
diferencias significativas (**p < 0.01) en el dia de la prueba entre las ratas inyectadas con anisomicina y vehiculo.
Asi también se indica que existen diferencias entre el dia de inyeccion y la prueba para el grupo inyectado con

anisomicina. Los resultados se muestran en medias + error estandar.
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6.3 Experimento 3. Efectos de la inhibicion de la sintesis de proteinas en la meseta de
aprendizaje de extincién gustativa

6.3.1 Protocolo de Entrenamiento de Extincién

El procedimiento conductual fue similar a los experimentos anteriores. Cabe sefialar que
para este experimento, las microinyecciones se realizaron solo en la corteza insular en
condiciones donde, a nivel conductual, no se observoé actualizacién (asintota de desempefio). Los
farmacos fueron administrados en la sexta extincion y la prueba fue realizada 24 horas después.

Tal como se muestra en la figura 6.7

Tratamiento pryeba

CAS CAS
Cirugia
lg L] ” ‘) L] ] 1 L] Y Y - - L - LJ -_ - 7
-5 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MN 12  (Dias)
Consumo EXT1 EXT2 EXT3 EXT4 EXT5 EXT6 EXT7
agua Extincion
EXTINCION 6
Inyeccidn
Sacarina en Cl Agua

Figura 6.7 Protocolo del experimento 3.
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6.3.2 Resultados

Dado que se ha propuesto que la memoria previamente consolidada sélo se afecta si hay
integracién de nueva informacion, se decidié inyectar en la Cl en condiciones donde ya no existe

actualizacion de la memoria de extincion (meseta en el desempefio).

Para este experimento se utilizaron las ratas canuladas en la Cl pertenecientes al
experimento 2, se les reasignd a un grupo de manera aleatoria y nuevamente se les aplico
anisomicina o solucion vehiculo. La figura 6.8 muestra que la inyeccién de anisomicina no tuvo
efecto cuando se aplicé en el sexto dia de extincion (presentacion 7), punto donde la conducta ha
Ilegado a nivel maximo. El anélisis de una t de Student de muestras no pareadas indicé que no
hubo diferencias significativas entre el grupo de anisomicina (n = 11) y su grupo control (n = 12)
el dia de la prueba (presentacion 8) (p > 0.05, NS). Esto sugiere que la memoria ya no es
susceptible a la inhibicion de sintesis de proteinas debido a que esta ya consolidada y no existe

nueva informacion relevante que requiera ser guardada a largo plazo.
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Figura 6.8 La inhibicion de la sintesis de proteinas en la Cl no tiene efecto en la memoria de extincién cuando se ha
llegado a meseta. Las ratas recibieron tres dias de consumo basal de agua (PROM LB). Puntas de flechas indican
inyeccion i.p. de cloruro de litio (0.15 M, 10mL/ Kg peso) 15 minutos después del consumo de sacarina 0.1 %.
Notese que la figura ha sido divida en secciones mostrando en la izquierda los grupos pertenecientes al experimento
2 donde hubo efecto en condiciones de actualizacion de la informacién. Flecha con linea punteada indica inyeccién
de anisomicina en la presentacion de sacarina 5 (extincion 3). En la derecha, se muestra a estos mismos animales
(después de la reasignacion de grupos) a los que se les aplico otra inyeccidn (flecha) de anisomicina o vehiculo en la
Cl inmediatamente después del consumo de la sacarina en la octava sesién de extincién. La inhibicion no tuvo efecto

cuando se alcanzé el nivel de asintota. Los resultados se muestran en medias + error estandar.
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VII. DISCUSION

En este trabajo se estudid la participacion de la corteza insular y amigdala basolateral en
el proceso de actualizacion de la extincion gustativa. Varios estudios han evaluado la relacién
entre los procesos de reconsolidacion y los de extincion. Se ha planteado que la extincion puede
ser afectada por el tratamiento de inhibicion de la sintesis de proteinas dejando intacta o
fortalecida la memoria del condicionamiento después de su evocacion (Berman y Dudai, 2001;
Viana et al., 2001). Las conclusiones de estos trabajos sugirieron que la desestabilizacion de la
memoria (reconsolidacién) no ocurre bajo estos protocolos experimentales. Por lo que la
extincion se habia observado como contraparte de la reconsolidacion y no como una memoria
que pudiera atravesar por este proceso (Eisenberg et al., 2003, Pedreira y Maldonado, 2003;
Suzuki et al., 2004).

Los estudios de Eisenberg et al. (2003) y Pedreira y Maldonado (2003) plantearon que
entre mayor sea la intensidad del entrenamiento mayor es la probabilidad de que éste atreviese
por el proceso de reconsolidacion cuando es evocado. De manera congruente, mientras menor sea
en su intensidad el entrenamiento méas factible es que se extinga cuando es evocado. Ademas,
Suzuki et al. (2004) sugirieron que la duracién de la evocacion es un factor determinante para el
inicio de la consolidacién de la extincién o de la reconsolidacién del condicionamiento. En este
sentido, conductualmente se han considerado como procesos contrapuestos a la extincion y la
reconsolidacion. La mayoria de los estudios de reconsolidacion han postulado que algunos de los
mecanismos moleculares que subyacen ambos procesos permitirian disociarlos adecuadamente
(Tronson y Taylor, 2007). Los datos obtenidos en este trabajo demuestran que la extincién y la
reconsolidacion no son necesariamente procesos antagonicos de la memoria y que una memoria

de extincidn previamente consolidada puede ser desestabilizada cuando se actualiza.

De acuerdo con la hipdtesis de la actualizacion de la memoria a largo plazo, la memoria
previamente consolidada es parcialmente desestabilizada durante la evocacion permitiendo que la

informacidn entrante sea integrada a un trazo de memoria (Rodriguez-Ortiz et al., 2005, 2008).
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Los resultados obtenidos en esta tesis corroboran que la extincion sufre este proceso de

desestabilizacion tras su evocacion, integrando informacién actualizada.

7.1 Inhibicién de la sintesis de proteinas después de la adquisicion de la extincion en la Cl y
ABL

Los resultados obtenidos en esta tesis corroboran que la extincién es una memoria
dependiente de la sintesis de proteinas para ser consolidada en un trazo de memoria de largo
plazo. Como lo muestra el experimento 1, la inyeccion de anisomicina en la corteza insular
después de la primera extincion interrumpio la consolidacion de la extincion; este efecto no se
observo cuando se inyectd en la amigdala basolateral. En efecto, experimentos previos han
demostrado que la infusion de anisomicina afecta la extincion del CAS. Berman y Dudai (2001)
reportaron que la anisomicina, administrada 10 minutos después del primer ensayo de extincién
en la corteza insular deteriora su consolidacion. A diferencia de lo reportado en esta tesis, el
mismo grupo dirigido por Dudai encontr6 que la inyeccion de anisomicina inmediatamente
después del sabor en la ABL afecta la consolidacion de la extincion del CAS (Bahar et al., 2003).
En ese trabajo se entrenaron animales en una variante del CAS llamada prueba de eleccion
multiple!, que consisti6é en presentarles a los animales 2 bebederos con agua para su consumo
habitual de liquidos. En el dia de la adquisicion, el agua fue sustituida por el sabor y después fue
asociado con el agente de malestar gastrico (LiCl). En el dia de la prueba, a los animales se les
presentaron 6 bebederos, 3 de ellos con agua y 3 con el sabor. Las diferencias en protocolos
podrian explicar, en parte, la discrepancia en los resultados obtenidos entre este trabajo y el de
Bahar y colaboradores. Sin embargo, y en congruencia con los resultados reportados en esta tesis
estdn los experimentos obtenidos en nuestro grupo de trabajo que han demostrado que la
consolidacion del CAS requiere de la sintesis de proteinas en la Cl y la ACe, pero no en la ABL
(Garcia-De la Torre et al., en preparacion). En experimentos preliminares realizados en nuestro
laboratorio hemos encontrado que la ACe, bajo las mismas condiciones experimentales de

extincién gustativa abordadas en esta tesis, también participa en la consolidacion de la memoria

! Traduccion del inglés multiple choice test.
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de extincion por medio de la sintesis de novo de proteinas (datos sin publicar). De estos trabajos
se puede concluir que las mismas estructuras que participan en la consolidacion de un

condicionamiento participan en su extincion.

A favor de esta conclusion estan los estudios electrofisiolgicos realizados en neuronas de
la amigdala lateral (AL) que comprueban que esta estructura codifica las memorias de aversion
durante la adquisicion y extincion del condicionamiento del miedo. Las presentaciones del EC
(tono) en ausencia del El (choque eléctrico) reduce la expresion de respuestas condicionadas a
nivel conductual, y esto correlaciona con una disminucion de la respuesta eléctrica de las
neuronas en esta region evocada por el EC durante la extincion. La reduccion de la tasa de
disparo en la AL que es acompafiada con la extincion se correlaciona con la atenuacién de la RC
de miedo (Maren y Quirk, 2004). Se ha comprobado también que en la corteza infralimbica, una
region perteneciente a la corteza prefrontal medial (CPFm), existen células que presentan poca
actividad en su tasa de disparo con las presentaciones del EC (tono) durante el condicionamiento,
pero que incrementan su actividad durante la extincion. Se ha descrito que las neuronas de la
CPFm ocasionan inhibicién en las regiones de la AL y la ACe disminuyendo la expresion de la
respuesta condicionada de miedo (Maren y Quirk, 2004).

Esto permite explicar que la consolidacion de un trazo de memoria de condicionamiento
pueda ser distribuido de manera cortical y subcortical requiriendo de la sintesis de proteinas en
estas estructuras para almacenar tanto el condicionamiento como su extincién. Esto nos habla de
una organizacion dinamica de la memoria que permite crear memorias que pueden integrarse a

otras memorias relacionadas formando memorias mas complejas.

7.2 Inhibicion de la sintesis de proteinas en condiciones de actualizacion de la extincion en
laCl, ABLYy CeA

Los resultados obtenidos muestran que las mismas estructuras que participan en la
consolidacion también participan en la actualizacion de la memoria de extincion (la ClI),

probablemente la ACe (por datos preliminares), y no asi la ABL.
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Se ha descrito que el trazo de memoria del sabor (TMS) de aversion requiere de la sintesis
de proteinas en la corteza insular para ser consolidado (Rosenblum et al., 1993). Pero, en
condiciones donde se da la extincidn, la sintesis de proteinas en la Cl es necesaria para
almacenar, a largo plazo esta memoria (Eisenberg et al., 2003 y el presente trabajo). Estos
resultados sugieren que en la Cl existe una competencia entre el trazo de aversién y su extincién
por la expresion de la conducta a largo plazo (Eisenberg et al., 2003). Ademas dicha competencia

podria darse también en la ACe y no en la ABL.

La corteza insular desempefia un papel importante en la actualizacion de un trazo de
memoria previamente consolidado. En el caso de un TMS hacia lo seguro, la memoria puede ser
modificada durante la evocacion siempre y cuando se integre informacion relevante capaz de
modificar la conducta y una vez que se alcanza la asintota de desempefio, el trazo ya no es
afectado por la inhibicion de la sintesis de proteinas (Rodriguez-Ortiz et al., 2005). De manera
similar, los resultados obtenidos en el experimento 3, demuestran que en la Cl el trazo de
memoria de extincion (EC- no El), al alcanzar la meseta de aprendizaje, no es susceptible a la

inhibicion de la sintesis de proteinas y esto se observa como la falta de efecto en la conducta.

Por los datos presentados en esta tesis no existe participacion de la ABL en la
consolidacién de la extincion gustativa. Sin embargo, puede existir una participacion de la ACe.
Una gran cantidad de datos indican que el complejo amigdalino participa en memorias
emocionalmente relevantes. Por ejemplo, lesiones de la amigdala interfieren en la modulacion
que tienen las emociones sobre la memoria (Angrilli et al., 1996). Cahill et al. (1995) observaron
que sujetos normales son capaces de evocar con mayor detalle parte de una historia que tiene
contenido emocional. Sin embargo, un paciente con lesion en la amigdala no presentd este
incremento en el recuerdo. En otro trabajo, utilizando la tarea de prevencion pasiva, se sugirio
que la ABL no es una region de almacenamiento de memorias de aversion, sin embargo, se
propuso que tiene un papel crucial en la modulacion de la consolidacion de la memoria en otras
regiones del cerebro (McGaugh et al., 2002). Otros estudios indican que la ABL participa en el
almacén a largo plazo de la memoria de miedo (LeDoux, 2003). Ademas, LeDoux et al. han

mostrado que el nacleo central es necesario para el desarrollo de una respuesta incondicionada de
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miedo, lesiones de este nacleo imposibilita la aparicion del condicionamiento del miedo (LeDoux
et al., 1988).

Algunos reportes en la literatura han descrito que la extincion es un fenémeno conductual
altamente complejo, y que es un tipo de aprendizaje que no involucra la desaparicion del
aprendizaje original (condicionamiento) (Rescorla, 2004). Los teoricos del aprendizaje asociativo
lo consideran como un aprendizaje, ya que implica un cambio en la conducta (disminucion de la
respuesta condicionada) como resultado de la experiencia (presentaciones del EC en ausencia del
El) (Klein, 1994). La extincion no elimina ni las asociaciones entre estimulos ni las respuestas
condicionadas previamente adquiridas, como lo demuestra la recuperacion espontanea de la RC
que se observa cuando se presenta nuevamente el EC dias después de la extincion (Domjan,
2003). Por consiguiente, la extincién provoca cambios conductuales y una reorganizacién a nivel
celular y molecular (Kaczmarek, 1993). Mientras los cambios conductuales pueden ser de
naturaleza mas o menos permanentes, algunas de las moléculas responsables o que participan en
el establecimiento del aprendizaje y la memoria son transitorias, es decir, se degradan, se reciclan
y se reutilizan (Dudai, 1993).

La MCP a nivel celular se manifiesta en la activacion de cascadas de transduccion
intracelular (principalmente vias de cinasas) que ocurre después de la estimulacién neuronal. La
MCP permanece mientras estas cascadas estén activas, pero en la MLP las sefiales de cascadas
llegan al ndcleo donde llevan a cabo los procesos de transcripcion y traduccion de sintesis de
nuevas proteinas (Dudai, 2004). Estas proteinas sintetizadas son las que conducen las
modificaciones que sufren las sinapsis (cambios plasticos) que son el correlato celular de un trazo
de memoria de largo plazo. Las evidencias en la literatura sobre aspectos de modificaciones
celular o molecular por sintesis de proteinas vinculadas a la extincion quedan ilustradas en el

condicionamiento al miedo.
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En un estudio se demostré similitudes y diferencias entre la consolidacion de un
condicionamiento y la consolidacion de su extincion. Ambos procesos dependen de la activacion
de receptores de NMDA, las cinasas PI-3? y ERK1-2 en las regiones de la amigdala ABL y AL.
En la region de la ABL se demostré que la inyeccion de anisomicina inhibe la expresion de la
proteina fosfatasa® calceneurina en la extincion, pero no sucede cuando se aplica un inhibidor de
trascripcion (Lin et al., 2003). Un estudio reciente sugiere que la extincién conduce a cambios
estructurales en las sinapsis de la ABL. La inhibicién de la molécula PSA-NCAM* no tiene
efecto sobre el condicionamiento, pero fortalece la memoria de extincion. EI mismo estudio
presentd que los niveles de esta proteina fueron incrementados después del condicionamiento del
miedo, sugiriendo que el condicionamiento induce cambios morfolégicos opuestos a los
producidos por la extincién (Markram et al., 2007). Esto aun no es claro, y varios mecanismos
moleculares que estan sucediendo durante la extincidén pueden ser independientes de sintesis de
proteinas generando aun asi cambios sinapticos. Por ejemplo Fischer et al. (2004) hallaron que la
reorganizacion de las fibras de actina® en el citoplasma esté involucrada con la extincion de la
respuesta de miedo en el hipocampo. Esta reorganizacion es mediada por proteinas presentes en
la presinapsis y afecta la morfologia de la sinapsis. Se desconoce si estos cambios que se
producen a nivel molecular estan presentes en la extincion gustativa. Un estudio realizado por
Koh y Bernstein (2003) demuestra que la inhibicion de la proteina cinasa A (PKA), que es
activada por el AMP. fortalece la extincion de aversion en la ABL después de la evocacion y sus
resultados han sugerido que esta via de sefializacion intracelular podria estar implicada en la
sintesis de proteinas necesaria para producir los cambios plasticos que consolidan a la extincion.
Se deben realizar méas estudios para dilucidar que eventos moleculares subyacen las

modificaciones sinapticas inducidos en la extincion gustativa.

Hasta el momento, los resultados obtenidos en esta tesis en la corteza insular y ACe (datos

preliminares) ofrecen evidencia que va mas alla de lo descrito por el grupo de Dudai (Berman y

2 Siglas del inglés (phosphatidylinositol 3-kinase). Cinasa implicada en cascadas de sefializacion intracelular activada por una variedad de
receptores de membrana (Alberts et al., 2002).

® Fosfatasa. Enzima que remueve los grupos fosfatos de una molécula (Alberts et al., 2002).

* Proteina presente en la superficie celular que interviene en la unién de células nerviosas (Alberts et al., 2002).

® Proteinas que forman los principales componentes del citoplasma de las células eucariontes y parte del aparato contractil del masculo esquelético

(Fischer et al., 2004).
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Dudai, 2001; Einsenberg et al., 2003; Kobilo et al., 2007; Bahar et al., 2004). Se ha propuesto
que la extincion es una posibilidad en la cual un trazo de memoria de condicionamiento puede ser
actualizado con informacion relacionada a la previamente consolidada, pero con caracteristicas
diferentes. Este aprendizaje relacionado se refleja en la conducta sin eliminar el aprendizaje
previo (Rodriguez-Ortiz y Bermudez-Rattoni, 2007). Con el presente trabajo se demuestra que la
extincion no es solo una actualizacion del condicionamiento sino que ademas, es susceptible a la
integracién de informacién a través de un proceso de actualizacion que depende de la sintesis de

proteinas.

7.3 Conclusiones

En la serie de experimentos llevados a cabo en esta tesis se concluye que:

1. La actualizacion a largo plazo de un trazo de memoria de extincion gustativa requiere de

la sintesis de proteinas en la CI.

2. La CI participa en la consolidacion de la extincion del CAS por medio de la sintesis de

nuevas proteinas.

3. La ABL no participa en la consolidacion de un trazo de memoria de extincion gustativa.

4. Los resultados obtenidos en esta tesis apoyan la teoria de que la reconsolidacién es la
desestabilizacion de la memoria previamente consolidada que se da cuando existe
incorporacion de nueva informacion. Este proceso cambia la informacion del trazo de
memoria.

5. La misma extincion atraviesa por el proceso de actualizacion, requiriendo de la sintesis de

proteinas para su almacenamiento a largo plazo.
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