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RESUMEN

Antecedentes: La teoria de la consolidacién de la memoria propone que a través de la
sintesis de nuevas proteinas las memorias recientemente adquiridas son fortalecidas en un
trazo a largo plazo. Se ha propuesto que este proceso ocurre solo una vez, pero evidencia
creciente indica que al momento de la evocacion las memorias entran en un estado 1abil y
requieren de nuevo de la sintesis de proteinas para mantenerse en el almacén a largo plazo;
este proceso es conocido como reconsolidacion. Hasta ahora la funcion de la
reconsolidacion sigue siendo materia de debate, en este sentido se ha propuesto que puede
funcionar para integrar nueva informacion a un trazo ya consolidado. Para probar esta
hipotesis, en este trabajo se utilizo el condicionamiento de aversién a los sabores (CAS)
como modelo de memoria. En el primer dia se asoci6 sacarina (estimulo condicionado, EC)
con una inyeccion intraperitonial de cloruro de litio (estimulo incondicionado, El). La
asociacion de estos estimulos da como resultado aversion a la sacarina. Al dia siguiente los
animales fueron inyectados con anisomicina (inhibidor de sintesis de proteinas) en la
corteza insular (CI), amigdala central (AC), o en ambas estructuras cerebrales al mismo
tiempo. Veinticuatro horas después se realizd una prueba de memoria a largo plazo.
Cuando se inyect6 anisomicina en la Cl o la AC se afect6 la consolidacion.

De la informacién entrante, pero al inyectar en ambas estructuras se afectd, ademas, a la
memoria que ya habia sido consolidada. Sin embargo, cuando las inyecciones se realizaron
en ambas estructuras en condiciones donde no se actualiz6 la memoria, asintota conductual,
no se obtuvo ningln efecto en el desempefio de la tarea. Estos resultados apoyan la teoria

de que la reconsolidacion es parte de un proceso de actualizacion de la memoria. Ademas
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indican que la sintesis de proteinas es necesaria en la corteza insular y la amigdala central
para que la consolidacion de la informacion entrante pueda llevarse a cabo. Por otro lado, la
sintesis de proteinas en cualquiera de las dos estructuras es suficiente para mantener la
informacion previamente consolidada en el almacén de memoria de largo plazo cuando ésta

es desestabilizada por la adquisicion de nueva informacion.



I. Antecedentes

1.1. Memoria y cerebro

Una pregunta que ha intrigado a los investigadores en el campo de la neurobiologia de la
memoria es ¢En donde se almacenan los recuerdos? Uno de los primeros investigadores
que a mediados del siglo XX estudio la localizacion de la memoria en animales de
experimentacion fue Karl Lashley. El realizd lesiones en la corteza cerebral de ratas
después de haberlas entrenado en tareas muy sencillas en laberintos. En los cuales,
animales tenian que recorrer el laberinto evitando todos los pasillos salvo el que contenia
comida. Con lesiones modestas, Lashley esperaba que el rendimiento de los animales fuera
pobre, la sorpresa fue que el rendimiento de los animales fue bueno pese a las lesiones, sin
embargo, cuando realizo lesiones mas extensas y bilaterales, abarcando una porcion mayor
de la corteza, observé alteraciones mas claras en el desempefio. Con estos trabajos se
obtuvieron importantes conclusiones, como el hecho de que el efecto sobre la memoria
depende de la cantidad de tejido lesionado y que existe una correlacion entre el aprendizaje

y la cantidad de tejido disponible, independientemente de su tipo (Lashley, 1950).

Las principales aportaciones que hizo Lashley fueron sus dos principios, el de
“accion de masas” que establecia que el cerebro funciona como un todo al momento de
organizar la informacion entrante, y su principio de “equipotencialidad” que proponia que
si ciertas partes del cerebro eran dafiadas otras podian asumir las funciones de las regiones

dafadas. Otra aportacion importante de Lashley fue la introduccion del concepto



“engrama” o trazo de memoria que se refiere al ajuste o reacomodo neuronal al momento
de almacenar la memoria (Lashley, 1950). Este término también implica que las redes
neuronales que se forman al momento de que la informacidn se almacena en el cerebro van
siendo reforzadas con el paso del tiempo, asi, al usar los términos “trazo” o “engrama” nos

estamos refiriendo a la memoria ya formada.

1.2. La Memoria

Todas y cada una de las cosas que ocurren en nuestro entorno son en potencia estimulos
que pueden llegar a proporcionarnos cierto tipo de informacion que, una vez captada por
nuestros receptores, sera llevada y analizada, dependiendo del tipo de informacion (térmica,
mecénica, fonica etc.), a diferentes regiones del cerebro. Cuando esos estimulos son
repetitivos, se presentan con cierta contigliidad o tienen carga emocional, es entonces que la
informacion que proporcionan adquiere un cardcter muy importante, debido a que nos
indica de regularidades en el ambiente las cuales al recordarlas, nos permitiran crear
estrategias més eficientes de adaptacion. La memoria es un sistema que nos permite retener
la informacién en una forma organizada y de facil acceso, para poder usar el conocimiento

adquirido como producto de la experiencia (Chance, 2004).

La memoria es una de las cualidades mas notables de las que se valen los
organismos para poder adaptarse a su medio. Esta se puede dividir en tres fases, que son: 1)
adquisicion, es cuando la nueva informacion llega y es mantenida por un corto tiempo; 2)
consolidacidn, en esta fase la informacion, a través de la sintesis de proteinas, pasa de un

estado labil a uno estable y por ultimo 3) la evocacion, que es cuando se recupera la



informacién almacenada para poder utilizarla si es necesario (Baddeley, 1999). De esta
manera, el aprendizaje es la fase donde se adquiere el nuevo conocimiento y la memoria es

la retencidn de éste a lo largo del tiempo (Kandel, 2001).

1.3. La clasificacion de la memoria

En el afio de 1885 Hermann Ebbinghauss publicd su ahora célebre monografia “Ueber das
Gedachtnis” (Sobre la memoria), en la cual relata sus experimentos hechos en si mismo,
que consistieron en memorizar silabas sin sentido como “ZIP”, “GAP”, etc. Después midio
su rendimiento a diferentes intervalos de tiempo y se dio cuenta que entre mas tiempo
pasaba mas trabajo le costaba recordar las silabas, con esto pudo describir la forma que

tiene la curva del olvido (Richardson, 2007).

Unos afos mas tarde en 1890, William James publicod su libro “The Principles of
Psychology” (principios de psicologia), en el que propone la distincion de dos tipos de
memoria, una llamada primaria (transitoria) y otra secundaria (permanente). En este
modelo se postuld que las memorias tenian cierta duracién, que s6lo algunas podian ser
retenidas por largo tiempo mientras que las que no, eran olvidadas. En el afio de 1965
Atkinson y Shiffrin propusieron la teoria multialmacén de la memoria, que plantea el uso
de tres almacenes (figura 1), que son: el primero, almacén sensorial; aqui la informacion es
retenida milisegundos; otro méas de corta duracion y de capacidad limitada al que se llamé
almacén de memoria a corto plazo y, finalmente, un almacén de mayor duracion que podia

variar de semanas a afios Ilamado almacén de largo plazo (Bermudez-Rattoni, 2001).



Estimulacién
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Figura. 1 En este diagrama se aprecia el funcionamiento del modelo multialmacén de Atkinson y Shiffrin.
Primero, llega la informacion sensorial, que a su vez ellos dividian en icénica y ecoica y, dependiendo de su
duracién, es que pasa, 0 no, a la memoria a corto plazo; si la informacidn no es utilizada, es desechada al poco
tiempo, si hay repeticion de la informacién, entonces se consolida y la informacién pasa a memoria a largo
plazo y permanece alli por un largo periodo (Tomado de Baddeley, 1999).

Una de las limitantes mas importantes que tiene este modelo es que el almacén de memoria
a corto plazo es muy poco flexible con la informacién entrante, muy rigido, da poca
interaccion con la informacién y sélo propone que sirve para guardar la informacién por
poco tiempo. En el afio de 1986, Baddeley, postul6 que el almacén a corto plazo mas bien
es flexible y que puede interactuar con la informacion entrante de una forma activa, por lo

que postul6 el concepto de memoria de trabajo (Baddeley, 1999).

La clasificacion temporal de la memoria, desde los primeros intentos, ha generado
mas preguntas que respuestas y diversos autores han tratado de generar un modelo que por

lo menos conteste la mayoria de las preguntas planteadas, tales como: ¢Existen otros tipos
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de memorias? ;Qué procesos diferencian a las distintas memorias? ¢Cuando termina la
memoria a corto plazo e inicia la de largo plazo? La permanencia temporal de la
informacion ha sido uno de los primeros indicadores de los que se han servido los
investigadores para intentar clasificarla; asi se dividio a la memoria en al menos dos tipos:
memoria de corto y memoria de largo plazo y diferenciadas por el proceso de consolidacion

(Bermudez-Rattoni, 2001).

II. LA CONSOLIDACION

2.1. La teoria de la consolidacion

El término consolidacion es atribuido a Muller y Pilzecker, quienes realizaron una serie de
experimentos usando pares de silabas sin sentido (Lechner et al., 1999). Primero los sujetos
eran entrenados para memorizar estos pares, el dia de la prueba solo se les presentaba una
silaba del par y la evocacion correcta de la otra silaba era su medida de memoria. Una
modificacion que aumento el nivel de dificultad de esta tarea fue presentar una segunda
lista de silabas poco después de memorizar la primer lista, asi se observé que la cantidad de
silabas de la primera lista evocadas correctamente era menor cuando se presentaba la
segunda lista. Muller y Pilzecker postularon que esta segunda lista interfiere con la
evocacion correcta de la primera. Luego observaron que entre mas grande era el intervalo
de tiempo entre la presentacion de ambas listas, menor era la cantidad de errores, los
autores concluyeron que la segunda lista interfiere de forma tiempo dependiente con la
estabilizacion de la memoria. A este proceso ellos le llamaron “consolidirung”

(consolidacion) (Lechner et al., 1999). Pasaron muchos afios hasta que aparecieron varios
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trabajos importantes al respecto. Uno de ellos fue el de Duncan (1949), él indujo amnesia
anterograda, que se define como la incapacidad para poder conservar en la memoria a largo
plazo los acontecimientos recientemente ocurridos, dejando intactos los recuerdos més
viejos (Milner, 2005). Duncan indujo este tipo de amnesia a roedores dando choques
eléctricos después de haberlos entrenado en una tarea de “fear conditioning”
(condicionamiento al miedo) que consiste en presentar un tono (EC) seguido de la
aplicacion de choques eléctricos en las patas (EI) al momento de presentar Gnicamente el
tono se observa una disminucion en la actividad motora del roedor (Freesing, RC),
respuesta que es tomada como la medida de memoria. Duncan reporté que entre mas
alejados en el tiempo daba los choques del entrenamiento, menor era el efecto sobre la
memoria de los animales. El trabajo de Duncan indica que la consolidacion de la memoria
es un proceso que a lo largo del tiempo va estabilizando la memoria (McGaugh, 1966;
2000). Una idea importante que fue interpretada de los trabajos de Duncan y posteriores fue
que la consolidacién de la memoria s6lo se da una vez, que existe una ventana temporal

durante la cual la informacién es estabilizada y después ya no puede ser afectada (Figura 2).



consolidacion

memoria memoria -
corto plazo Iargo plazo evocacion

evocacion

memoria

tiempo (escala logaritmica)

Figura 2. En esta figura se ejemplifica la manera estandar en que se conceptualiza a la consolidacion. La
grafica muestra que para cada item memorizado la consolidacion inicia y termina sélo una vez. Y que existe
una ventana temporal donde la memoria se estabiliza (Modificado de Dudai, 2004).

2.2. Sintesis de proteinas

Con la teoria del trazo dual de Hebb se propuso que la informacién, en una primera fase,
reverbera en una red neuronal una vez que ha sido captada por los diferentes sistemas
sensoriales, permaneciendo, de esta forma, activa. Después, la informacién se estabiliza en
la red, por medio de cambios estructurales en las neuronas (Hebb, 1949). Esta idea fue
revolucionaria ya que implicé a la actividad neuronal como causante de la memoria, y lo
que deriva en una mayor eficiencia en la conduccién de la informacion. Ademés propuso
que, de alguna manera, la memoria es almacenada en las neuronas, estabilizandola, para lo
cual es necesaria la sintesis de nuevas proteinas y cambios plasticos que modifiquen las

neuronas, en particular sus sinapsis (Davis y Squire, 1984).



En los afios sesentas aparecié evidencia que indicé que para que la memoria a corto
plazo se estabilice en memoria a largo plazo era necesaria la sintesis de proteinas (Agranoff
et al., 1965). Para el estudio de la participacion de la sintesis de proteinas durante la
formacion de la memoria a largo plazo se ha hecho uso de diversos farmacos, el primero en
usarse fue la puromicina (Flexner et al., 1962), el cual fue abandonado maés tarde por sus
altos niveles de toxicidad. Barondes y colaboradores, en el afio de 1967, publicaron uno de
los primeros trabajos en donde se relacioné a la sintesis de proteinas con la consolidacion
de la memoria. Estos investigadores usaron una tarea en el laberinto en T, que consiste en
que el animal ingresa por un extremo y se encuentra frente a la opcion de seguir por uno de
los dos brazos, en el extremo de uno de ellos hay alimento y es considerada la respuesta
correcta. El criterio para saber si el animal aprendié fueron las respuestas correctas
sucesivas, es decir, el requisito fue que el raton llegara al brazo correcto en 3 0 4 ocasiones
seguidas. En ese trabajo se aplic6 120 g de acetoxiciclohexamida (un potente inhibidor de
la sintesis de proteinas) 5 horas antes del entrenamiento en el laberinto en T, posteriormente
se realizaron pruebas de memoria a distintos tiempos, poniendo a los ratones en el
laberinto. Los autores observaron que cuando la prueba se realizd 3 horas después del
entrenamiento no hay efecto por la aplicacion del farmaco en el desempefio de la tarea; sin
embargo, pruebas realizadas 24, 96 y 168 horas después del entrenamiento mostraron un
claro deterioro de la memoria. La conclusién a la que llegaron los autores fue que la sintesis
de proteinas no es necesaria a corto, pero si a largo plazo. Cabe destacar que en este estudio
se reportd un porcentaje de inhibicion de la sintesis de proteinas mayor al 90% y con una
duracion de aproximadamente 3 horas (Barondes et al., 1967). Los resultados obtenidos

con este farmaco parecian alentadores, ya que se obtuvo una alta inhibicion de la sintesis de



proteinas, sin embargo, también en este caso fueron necesarias dosis efectivas muy altas de
acetoxiciclohexamida que resultaban toxicas es decir afectaban a los animales. Entonces un
grupo de investigadores introdujeron en este campo un farmaco que al parecer superaba las
dificultades previas: la anisomicina (Flood et al., 1973). Este farmaco resultd ser un
excelente agente amnésico a dosis efectivas que no son toxicas, ademdas se puede

administrar de manera repetida.

Estd bien establecido que, en la mayoria de los casos hasta ahora estudiados, la
formacion de la memoria a largo plazo requiere de la formacion de acido ribonucleico
mensajero (MARN) para su traduccidn a proteinas, por lo que la sintesis de proteinas es un
proceso que incluye dos subprocesos que son la transcripcion y la traduccion. La
transcripcion se realiza en el ndcleo de la célula y consiste en la lectura de la informacién
genética para sintetizar (transcribir) una cadena de mARN que contiene la informacion
necesaria para su posterior traduccion a proteinas (Alberts et al., 2002). La traduccion es un
proceso que ocurre en el citoplasma, que a su vez consta de tres fases, 1) iniciacion que es
donde se ensamblan las unidades de los ribosomas en la sefial de inicio de la cadena de
mMARN, 2) elongacion, aqui se ensamblan los aminoécidos de la proteina en un orden
particular de acuerdo a los nucledtidos del mMARN y 3) terminacién, aqui el ribosoma libera

a la proteina recién sintetizada (Alberts et al., 2002).

2.3. La reconsolidacion

Por largo tiempo se vio a la consolidacion como un proceso que estabiliza la informacion

recientemente adquirida fortaleciéndola en una forma a largo plazo, y esta informacion, una



vez estable, ya no puede ser modificada. Sin embargo, estudios posteriores en roedores
mostraron que la memoria, previamente consolidada, puede suftrir otra “consolidacion”
(reconsolidacion); o que tal vez, la consolidacion no es un proceso que ocurre en una sola
ocasion. Un ejemplo de esto es el trabajo del afio 1968 de Misanin y colaboradores, quienes
usaron el condicionamiento al miedo en roedores, en el cual un tono (estimulo
condicionado, EC) fue presentado poco antes de un choque eléctrico (estimulo
incondicionado, El) dando como resultado un decremento de la respuesta condicionada
(RC) durante la presentacion del EC, la RC se midi6 a través del decremento en el nimero
de lengiietazos que daban a bebederos con agua. En este estudio los investigadores usaron
cuatro grupos (ver figura 3), en el primero realizaron un condicionamiento al miedo
convencional. En el segundo grupo, en la fase de adquisicion, se les dio a los roedores 0.5
segundos de choques electroconvulsivos (40 miliamperios) inmediatamente después de la
presentacion de EC-EI, lo que tuvo como consecuencia que los animales no tuvieran un
buen desempefio en la prueba (Figura 3). En el grupo 3 hubo una fase de reactivacion un
dia después del entrenamiento, que consistio en una segunda presentacion del EC, después
de la reactivacion se aplico el choque electroconvulsivo, y el dia de la prueba, este grupo
mostrd un rendimiento muy pobre en la tarea. El cuarto grupo fue entrenado y, 24 horas
después, fue sujeto a la aplicacion de choques electroconvulsivos en ausencia de
reactivacion (presentacion del EC), durante la sesién de prueba este grupo no mostré una
pérdida de la memoria. Los resultados fueron muy claros: el grupo 3 que tuvo reactivacion
de la memoria, a través de la presentacion del tono y aplicacion subsecuente de choques
electroconvulsivos, presento una amnesia dependiente de clave (el tono), como se le llamo.

Con este estudio se demostré que la informacion al ser evocada es susceptible a ser
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modificada, en este caso por la aplicacién de choques electroconvulsivos (Misanin et al.,

1968).

d

adquisiciéon 1di@ reactivacionde 1di@a  prueba

grupo de la tarea . la memoria > de memoria
1 EC-EI - EC
2 EC-EIl, CEC - EC
3 EC-EI EC,CEC EC
4 EC-EI CEC EC
b prueba de memoria
0.2

tasa de lengiietazos
después del inicio del EC
o
—
- euowsaw ap 3dlpul =

o

1 2 3 4
grupo

Figura 3. a. Representacion esquematica del protocolo usado por Misanin y colaboradores (1968). EC,
estimulo condicionado (un tono de 80 dB con una duracién de 10 seg el primer dia de tratamiento, con una
duracion de 2 seg en el segundo dia y de 10 seg o 10 lengiietazos en el dia de la prueba). El, estimulo
incondicionado (un choque eléctrico a la gradilla del piso de 1.3 mA con duracion de 3 seg, aplicado al
término de la presentacion del EC). CEC, choques electroconvulsivos (un choque eléctrico de 40 mA y medio
seg de duracion, aplicado a través de un broche sujeto a las orejas de los animales). b. En el grupo 1 se
muestra el comportamiento de los animales sometidos al condicionamiento del miedo bajo este protocolo;
como medida de memoria se utilizé la reduccion de lengiietazos observada después del inicio del tono. Los
CEC deterioran la memoria de largo plazo cuando son aplicados después del condicionamiento (grupo 2) o
cuando son aplicados después de la reactivacion de la memoria (grupo 3). El grupo 4 es la demostracion de
que el efecto de los CEC sobre el grupo 3 depende de la reactivacion de la memoria. Para mayor claridad, en
el lado derecho de la grafica se muestra un indice arbitrario de memoria (modificado del reporte de Misanin,
J.R. y colegas. 1968. Science, 160:554). Figura tomada de la tesis de doctorado de Rodriguez-Ortiz.
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Unos afios mas tarde el mismo Lewis, quien fue mentor de Misanin, escribid una revision
(Lewis, 1979) donde propone un nuevo modelo de memoria: el de memoria activa e
inactiva. Lewis plante6 que la memoria puede estar activa ya sea al momento de la
adquisicion o al momento de la evocacion, por tanto la memoria es labil y susceptible a ser
alterada o, estable cuando no es activada mediante la evocacion y en este momento es
inactiva. La idea basica que argumentan estos trabajos es que mediante la reactivacion de la
memoria ya consolidada, ésta entra en un estado labil y es susceptible a ser modificada.
Estos trabajos fueron ignorados por mucho tiempo hasta finales de los afios 90’s cuando
aparecieron estudios que corroboraban lo reportado en el pasado. Estudios como el de
Bucherelli y Tassoni en 1992, en el cual entrenaron a ratas en una tarea que se denomina:
“step-through passive avoidance”. En este estudio una vez concluido el entrenamiento, al
presentar sélo el EC, los autores aplicaron un bloqueador de las corrientes de Na®*
(tetrodotoxina, TTX) en el ndcleo parabraquial de las ratas durante la evocacion de la
memoria. Reportando que la aplicacién de esta droga inactivd el nucleo y produjo un
deterioro posterior en la memoria. De igual manera, al inyectar el antagonista de receptores
NMDA (N-metil-D-aspartato): MK-801 durante la evocacion de la memoria,
Przybyslawski y Sara (1997) observaron que este agente afecta el trazo de memoria a largo
plazo si es evocada. EI mismo grupo y usando el antagonista R-adrenérgico timolol,
observd el mismo efecto en la memoria previamente consolidada si ésta es reactivada
(Roullet y Sara, 1998). En otro estudio, del mismo equipo y analizando el sistema B-
adrenérgico, comprobaron, una vez mas, que la memoria previamente consolidada al ser
evocada es susceptible a ser modificada por la aplicacion de propanolol un antagonista no

selectivo de los receptores R-adrenérgicos (B1 y 2) (Przybyslawski y Sara, 1999).
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Parecia que el equipo de Susan Sara habia encontrado con evidencia sistematica la
reconsolidacion y que sus resultados eran suficientes para desencadenar el interés en este
fendmeno y estudiarlo aun maés, pero sus descubrimientos fueron poco apreciados. La
atencion de la comunidad cientifica interesada en el tema fue atraida hasta el afio 2000
cuando Nader y colaboradores presentaron un trabajo que mostrd que es posible afectar la
memoria ya consolidada cuando es evocada en uno de los modelos de memoria més
estudiados (el condicionamiento al miedo) e inhibiendo especificamente el area donde se
almacena esta memoria (la amigdala basolateral) (Nader et al., 2000). Este grupo
condicion0 ratas para que asociaran un choque eléctrico en las patas con un tono, como
resultado las ratas permanecieron inmdviles al presentar el tono (conducta de
congelamiento). 24 horas después de la fase de adquisicidn se volvio a presentar el tono
(reactivacion de la memoria), y al mismo tiempo se administré anisomicina (un inhibidor
de la sintesis de proteinas) en la amigdala basolateral. La sesion de prueba se realiz6 24
horas después, en donde se presentd una vez mas el tono. De forma similar a los trabajos
previamente realizados, se observo que los animales inyectados con anisomicina mostraron
un mal desempefio en comparacién de los que fueron inyectados con la solucién vehiculo.
Un control importante en este trabajo fue que la misma aplicacién del farmaco sin la
evocacion, no tiene ningun efecto sobre la memoria. Ademas, la aplicacion de anisomicina
6 horas después de la evocacion tampoco tiene efecto, lo cual indica que existe una ventana
temporal donde se estabiliza el trazo de memoria (Nader et al., 2000). De este trabajo se
concluy6é que las memorias previamente consolidadas, al momento de ser evocadas,

regresan a un estado labil similar a las recién adquiridas y para su reestabilizacion se
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requiere de un proceso dependiente de la sintesis de proteinas Ilamado reconsolidacion

(Sara, 2000; Nader, 2003).

2.4 Inconvenientes con la reconsolidacion

A pesar de que una gran cantidad de estudios replicaron el fendmeno de reconsolidacion,
surgieron también reportes que indicaban lo contrario, esto es, que la memoria una vez
consolidada no es susceptible de modificarse en el momento de ser evocada y que este no
es un proceso por el que atraviesen necesariamente todas las memorias (Berman et al.,
2001; Vianna et al., 2001; Cammarota et al., 2004; lzquierdo et al., 2004). Sin duda este
era un problema, es decir, ¢por qué bajo ciertos protocolos no ocurre la reconsolidacion?
Parte del problema se resolvié con estudios de extincion. Algunos de estos estudios
consistieron en presentar, después del procedimiento de condicionamiento, al estimulo
condicionado (EC) pero en ausencia del estimulo incondicionado (EI), lo cual puede
conducir a la extincion, es decir, a una disminucion en la respuesta condicionada que
obedece ahora a un nuevo aprendizaje que es la asociacion EC-noEl (no estimulo
incondicionado) y este segundo aprendizaje también se consolida. En otras palabras, en los
estudios de la reconsolidacion, al momento de realizar la evocacién, se presenta solo al EC
y se puede observar una disminucién de la respuesta condicionada (RC) cuando se inhibe,
por ejemplo, la sintesis de proteinas; esta disminucion en la respuesta es interpretada como
un efecto sobre el proceso de reconsolidacion, esto es, que se afecta la memoria
previamente consolidada. En el caso contrario, si a pesar de la inhibicion de la sintesis de
proteinas el animal continta presentando una buena respuesta condicionada, se interpreta

como una interrupcion de la consolidacion de la extincion y, por consiguiente, que en ese
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proceso de memoria no ocurrid una desestabilizacion del trazo mnémico tras su evocacion,

por lo tanto, no atravesé por una reconsolidacion.

Este punto se aclard en una ingeniosa investigacion (Pedreira y Maldonado, 2003)
donde se usaron cangrejos entrenados en una tarea de condicionamiento contextual, para la
cual se utilizd un aparato disefiado por ellos mismos Ilamado actémetro, que consta de un
platén de metal que esta conectado a un sistema que registra las vibraciones y una pieza de
metal rectangular que es movil. El platon actiia como estimulo condicionado (EC) vy la
pieza de metal rectangular es el estimulo incondicionado (El). En el condicionamiento se
coloca a los cangrejos en el platdén y se les presenta la pieza de metal que funciona como un
estimulo visual potencialmente peligroso (VDS, por sus siglas en inglés), el cual se mueve
de izquierda a derecha por encima de los animales. Ante el VDS los cangrejos retroceden
generando vibraciones que son registradas. Sin embargo, un animal expuesto al VDS en
varias ocasiones retrocede poco 0 permanece quieto generando menos vibraciones
(respuesta de inmovilidad o “freezing”), momento en el cual se considera estd condicionado
(asociacidn entre el contexto y el VDS). Para abordar la relacion entre la reconsolidacién y
la extincion, estos investigadores aplicaron de manera sistémica un inhibidor de la sintesis
de proteinas (cicloheximida) o la solucion vehiculo (salina) antes de someter a los animales
a la sesion de evocacion de la memoria. Los cangrejos entrenados e inyectados fueron
divididos en cuatro grupos de reactivacion, dos permanecieron en el platon por 5 minutos y
fueron inyectados con solucion vehiculo o el inhibidor de sintesis de proteinas, los otros
dos grupos permanecieron por 60 minutos en el platon e igual, uno fue inyectado con

solucion vehiculo y el otro con inhibidor de la sintesis de proteinas. En la sesion de prueba,
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realizada un dia después, los autores observaron una diferencia importante entre los grupos
inyectados con la solucién vehiculo. El grupo que permanecié por 5 minutos en el platon
presentd la conducta condicionada (se mantuvieron inmdviles cuando se colocaron
nuevamente en el platén). Por el contrario, los cangrejos con 60 minutos de exposicion al
contexto (estimulo condicionado) e inyectados con vehiculo extinguieron la respuesta ante
el estimulo condicionado (el contexto) y por lo tanto no permanecieron inmdviles. Para los
grupos inyectados con el inhibidor de sintesis de proteinas los resultados fueron inversos.
El grupo que permanecié por 5 minutos presenté un mal desempefio en la tarea (poca
inmovilidad), por lo cual se concluyd que la sintesis de proteinas en este caso se requiere
para el proceso de reconsolidacién de la memoria. Por el otro lado, los cangrejos que
permanecieron por 60 minutos y fueron inyectados con el inhibidor de sintesis de proteinas
mostraron un buen desempefio de la conducta condicionada (permanecieron inmdviles), en
este caso, la sintesis de proteinas se necesité para consolidar la memoria de extincion, ya
que al inhibir dicha sintesis se evita la extincion y la conducta de condicionamiento
permanece, dando la apariencia de que con la evocacion de la memoria no se desencadend
un proceso de reconsolidacion. Estos resultados junto con otros reportes realizados en
distintos tipos de memorias y en distintas especies (Eisenberg et al., 2003; Suzuki et al.;
2004) permitieron llegar a la conclusion de que las condiciones de evocacion son
importantes para inducir un proceso de reconsolidacion. Cuando la reactivacion de la
memoria inicia el proceso de extincion a largo plazo, entonces la sintesis de proteinas es
necesaria para consolidar la memoria de extincion, en caso contrario, la sintesis de

proteinas se requiere para reconsolidar la memoria del condicionamiento.
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2.5 Las diferencias entre la consolidacion y la reconsolidacion

Para que se dé el paso de memoria de corto plazo a memoria de largo plazo es necesaria la
sintesis de proteinas (Davis y Squire, 1984), a este proceso se le ha llamado consolidacion
(McGaugh, 2000). La reconsolidacion, por su lado, también requiere de la sintesis de
proteinas y de la activacion de cascadas de transduccion similares a las necesarias para el
proceso de consolidacién, por lo que surge la posibilidad de que la reconsolidacion sea una
réplica de la consolidacién. Para abordar esta posibilidad se realizé una investigacion en la
que se utilizo la tarea de la memoria de reconocimiento. Se observd que el factor de
trascripcion temprana zif268 participa tanto en la consolidacion como en la reconsolidacion
de esta memoria (Bozon et al., 2003). La participacion de la cinasa ERK ha sido estudiada
en la memoria de prevencion pasiva (inhibitory avoidance) y se ha visto que participa tanto
en su consolidacion como en su reconsolidacion (Cestari et al., 2006). En un estudio con
una tarea distinta, condicionamiento auditivo al miedo, también se ha reportado la
participacion de ERK; en este estudio se observo especificamente su contribucién en la
amigdala lateral durante la consolidacion y reconsolidacion de esta memoria (Duvarci et
al., 2005). Todos estos reportes apoyan la idea de que la reconsolidacion es una
recapitulacion de la consolidacion, algo asi como si se escribiera la memoria otra vez. Sin
embargo existe evidencia que muestra lo contrario. EI grupo de Alberini entreno ratas en la
tarea de prevencion pasiva, y encontrd que el factor de transcripcién C/EBP es esencial
para la consolidacion de esta memoria pero no para su reconsolidacion (Taubenfeld et al.,
2001). Lee y colaboradores (2004) condicionaron ratas en una tarea de miedo al contexto y
encontraron una participacion diferencial para el factor neurotrofico derivado del cerebro
(BDNF, por sus siglas en inglés) y el factor de transcripcion Zif268. Reportaron que el
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BDNF participa en la consolidacion pero no en la reconsolidacion y el Zif268 participa en

la reconsolidacion pero no en la consolidacion.

2.6 La actualizacion de la memoria

Durante la reconsolidacion, la memoria ya consolidada al ser nuevamente evocada, vuelve
a un estado labil similar a la recién adquirida, donde es susceptible a ser afectada por
diversos tratamientos (Przybyslawski et al., 1999; Nader et al., 2000). Sin embargo, que las
memorias atraviesen nuevamente por un estado Iabil estd aun en intensa investigacion. La
hipotesis que ha ganado fuerza en los Gltimos afios es que la reconsolidacion es parte de un
mecanismo para incorporar nueva informacion a la memoria de largo plazo (Rodriguez-
Ortiz y Bermudez-Rattoni, 2007). Esta idea fue sugerida en el pasado por Lewis (1979). De
igual manera, para Susan Sara es durante la evocacién de memorias consolidadas que la
nueva informacién puede ser incorporada al trazo de memoria existente (Sara, 2000). De
manera similar se habia planteado que una de las funciones de la reconsolidacion es la de
actualizar la memoria (Nader, 2003). En un estudio reciente Rodriguez-Ortiz y
colaboradores llevaron esta cuestion al campo experimental, para ello utilizaron los
paradigmas de atenuacion de la neofobia y de condicionamiento de aversion a los sabores.
En ese estudio presentaron un sabor desconocido para los animales (sacarina) cada 24
horas. Conforme los animales se familiarizan con este sabor y aprenden que es un sabor
seguro, el consumo se incrementa de manera gradual hasta alcanzar una asintota, a esta
conducta se le llama atenuacion de la neofobia (figura 4A). Para que se lleve a cabo el
reconocimiento del sabor a lo largo de los dias y se almacene esta informacion en el largo

plazo se requiere de la sintesis de proteinas en la corteza insular (Rodriguez-Ortiz et al.,
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2005). En un primer experimento se inyectd anisomicina en la corteza insular después de
que los animales habian probado el sabor por una segunda ocasion. Lo que se observé el
dia de la prueba fue que los animales presentaron menor consumo de sacarina, lo que indica
que se afectd la memoria previamente consolidada, como se anticipaba por la hipdtesis de
la reconsolidacion (figura 4B). Sin embargo, cuando se inhibi¢ la sintesis de proteinas por
tres dias consecutivos después de haber alcanzado la asintota en el consumo no se observo
ningun efecto de la anisomicina sobre la memoria (figura 4C). Este resultado no era
predicho por la teoria de la reconsolidacién que propone que una memoria es labil cada vez
que es evocada. Por ultimo, estos investigadores presentaron el sabor hasta llegar a la
asintota y después inyectaron un agente inductor de malestar gastrico (LiCl) después de
haber consumido el sabor, con esto lograron que el sabor, que ya era considerado como
seguro, cambiara esta propiedad y fuera reconocido como dafiino, a este procedimiento se
le conoce como condicionamiento de aversion a los sabores. Cuando los autores inhibieron
la sintesis de proteinas en estas condiciones de actualizacion observaron nuevamente un

deterioro sobre la memoria, ahora de la aversion (Figura 4D).
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Figura 4. A. en esta figura se muestra la conducta tipica de la atenuacion de la neofobia. B. al aplicar
anisomicina en la segunda presentacion de sacarina se observé un efecto sobre la memoria previamente
consolidada. C. pese a que se aplicaron tres inyecciones consecutivas de anisomicina, de la sexta a la octava
presentacion (flechas), la memoria no fue afectada de manera significativa cuando no es actualizada. D. aqui
se llevé a las ratas a asintota en la tarea, luego en la sexta presentacién de sabor se agreg6 un nuevo
estimulo que fue una inyeccion intraperitonial de LiCl (cabezas de flecha), en la séptima presentacion se
aplicé anisomicina antes de la segunda adquisicion de informacion de aversién. ** p<0.01; * p<0.05 entre
los grupos en esa medicion (Modificado de Rodriguez-Ortiz et al., 2005)

En ese trabajo se concluyd que la incorporacién de nueva informacion es necesaria para
volver labil a la memoria ya almacenada en el largo plazo. En ese estudio se observé un
deterioro parcial de la memoria previamente consolidada antes de alcanzar la asintota
(figura 4B), pero al alcanzar el maximo desempefio en la tarea ningun tipo de efecto fue
observado al aplicar la inyeccién, por lo que se concluyo que cada vez que la memoria es

evocada, ésta se modifica por la incorporacion de nueva informacion, esto es, la memoria
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va actualizandose. Sin embargo, al llegar al nivel maximo de desempefio ya no es posible
afectar la memoria por la aplicacion del inhibidor porque ya no queda mas informacion por

incorporar a la memoria.

Ademéas de deteriorarse, la memoria previamente consolidada puede mejorarse
mediante la aplicacién de algunos tratamientos tras su evocacion. Utilizando cangrejos
entrenados en la tarea de contexto descrita previamente, Frenkel y colaboradores (2005)
probaron esta idea. Este grupo aplicd un tratamiento para aumentar los niveles de la
hormona angiotensina Il a animales escasamente entrenados después de evocar la memoria.
Observaron que la aplicacion del tratamiento mejor6 el desempefio en la tarea por lo que
concluyeron en este estudio que el papel funcional de la angiotensina Il es el de fortalecer

la memoria ya consolidada (Frenkel et al., 2005).

III. MEMORIA GUSTATIVA

3.1 Condicionamiento de aversion a los sabores

Para poder apreciar una buena comida o una bebida, es necesario contar con un complejo
sistema de discriminacién que involucra la asociacion de estimulos los cuales pueden ser
aromas, texturas y sabores. Estas asociaciones han permitido que los animales desarrollen
habilidades complejas de supervivencia, como la memoria de reconocimiento de sabores
que es la habilidad de recordar un sabor previamente experimentado. En el caso de la
comida, cuando un animal encuentra un sabor desconocido consume poco de éste, a lo que

se le llama respuesta neofdbica, y si la ingesta del sabor no conlleva ninguna consecuencia
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negativa para el animal, entonces en las proximas presentaciones el sabor serd reconocido
COMO Seguro y su consumo ird en aumento (atenuacion de la neofobia, AN) (figura 5,
triangulos invertidos). Pero cuando ese nuevo sabor trae consecuencias negativas, en el
futuro ser& reconocido como nocivo y el animal lo evitara en futuras presentaciones. Esta
forma de memoria de reconocimiento se nombra condicionamiento de aversion a los

sabores (CAS) (Garcia 1955) (Figura 5, cruces).

Linea base (%)

¥ Sabor seguro
X sabor aversivo

1
Adquisicién

Pruebas

Figura 5. En la grafica se muestran dos tipos de asociaciones que pueden tener los sabores. Triangulos
invertidos: en la primera presentacion del sabor el animal muestra un bajo consumo de éste (neofobia,
adquisicion). Con el paso de las presentaciones el animal reconoce el sabor como seguro y aumenta su
consumo (pruebas). Las cruces muestran cuando un nuevo sabor es asociado con un malestar gastrico. En
este caso cada vez que el sabor es seguido del malestar su consumo disminuira (prueba 1). Cuando deja de
ser seguido por malestar su consumo incrementa. (Pruebas de 2 a 7). Modificado de Bermldez Rattoni 2004

En el CAS, un sabor, como la sacarina (estimulo condicionado, EC), es asociado a un
malestar gastrico inducido (estimulo incondicionado, El), que cominmente se hace con la
inyeccion en el peritoneo de cloruro de litio (LiCl) (figura 6). John Garcia fue el primero en

describir este tipo de condicionamiento que encontrd de manera fortuita (Garcia, 1955).
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Este modelo conductual presenta varias ventajas que hacen atractivo su uso, entre las

ventajas se encuentran:

1.- Basta con un solo apareamiento entre la sacarina (EC) y la inyeccion de cloruro de litio

(El) para ver los efectos conductuales en el largo plazo.

2.- El amplio conocimiento de las estructuras cerebrales implicadas en el procesamiento de

esta memoria.

3.- Entre la presentacion del EC al EI pueden pasar varias horas; la posibilidad de separar

estos dos estimulos permite estudiar los mecanismos involucrados en las diferentes fases

del procesamiento de la informacién.
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Figura 6. Aqui se muestra la forma en que se realiza un CAS. Primero es necesario adiestrar a los animales a
que beban una sola vez al dia, esto se realiza a lo largo de tres dias en los cuales los animales sélo tienen
acceso al agua por 15 minutos (no mostrado). En el cuarto dia al animal se le presenta el sabor novedoso
que en este caso fue sacarina 0.1% (EC) por 15 minutos, después del consumo se dejan pasar otros 15
minutos y al término de este segundo periodo se aplica una inyeccion intraperitonial de cloruro de litio 0.15
M (El). Al siguiente dia (prueba) ya se observan los efectos de la asociacion EC-EI como la disminucidn en
el consumo de sacarina entre un 50% a un 70%.

3.2 La dualidad de la memoria de sabor

Al momento que un animal prueba un sabor desconocido, entra en juego un complicado
sistema de reconocimiento que seguramente es innato y que ayuda al animal a evitar
consumir algin tipo de toxico (Domjan, 1976). Si el sabor no trae ningun tipo de
consecuencias negativas sera reconocido en el futuro como seguro (AN). Pero si el sabor le

sigue un malestar gastrointestinal se formara un trazo de memoria a largo plazo que
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promueve que en futuras presentaciones el sabor sea evitado y reconocido como
dafino/nocivo (CAS) (Garcia, 1955). Estos dos procesos pueden ser referidos, como lo
hicieron Gutiérrez y colaboradores, como trazos de memoria del sabor (TMS) seguro y de
aversion (Gutiérrez et al., 2003). Estos dos tipos de memorias comparten algunas
caracteristicas, por ejemplo, al inyectar en la Cl escopolamina, un antagonista de los
receptores colinérgicos muscarinicos, antes de presentar un sabor nuevo se evita la
formacion de ambas memorias (Gutiérrez et al., 2003). Por el contrario, si la escopolamina
es administrada después de que a los animales se les present6 la sacarina por 15 minutos, se
afecta la consolidacion de la AN, dejando intacta la memoria del CAS. Estos resultados
indican que los receptores muscarinicos participan en la adquisicion de ambas memorias,
pero sélo en la consolidacion de la AN. Asi mismo, la presentacion por primera vez de un
sabor aumenta los niveles de liberacion de acetilcolina en la CI, conforme transcurren las
presentaciones del sabor, la liberacion va disminuyendo gradualmente porque el sabor se
convierte en familiar (Miranda et al., 2000). Otro sistema de neurotransmisiéon que se ha
estudiado en la corteza insular durante la formacion de la memoria gustativa, es el sistema
glutamatérgico. Cuando se inyectd A-P5 (antagonista de receptores NMDA) una hora antes
de la presentacion del sabor o una hora después de la presentacion del sabor, bloguea la
formacion de memoria de aversion (Ferreira et al., 2002). Por otro lado, el bloqueo de los
receptores NMDA en la corteza insular antes de presentar el sabor no afectd la neofobia ni
su atenuacion (Gutiérrez et al., 2003). La memoria de aversion requiere de la liberacion de
glutamato en la corteza insular para su formacion (Miranda et al., 2002; Ferreira et al.,
2002). Ademas, se ha reportado que la formacion de la memoria de aversion activa al factor

de transcripcion CREB (CAMP response-element-binding protein) en la corteza insular
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(Desmedt et al., 2003), induciendo la sintesis de proteinas necesaria para la consolidacion

de la memoria de aversion en esta estructura cortical (Rosenblum et al., 1993).

3.3 Los sustratos neuronales de la memoria de sabor

El procesamiento de la memoria gustativa es realizado por diferentes estructuras del
cerebro de la rata, el proceso inicia desde la llegada del sabor en la cavidad oral.
Principalmente la informacion sensorial es conducida por el nervio facial (VII) y el
glosofaringeo (XI) hasta el nucleo del tracto solitario (NTS) y desde la laringe y faringe a
través del nervio vago (X). Las neuronas del NTS proyectan axones hasta el subnucleo
dorsolateral del ndcleo parabraquial pontino (NPB). De ahi salen proyecciones al
hipotalamo lateral, la amigdala basolateral (ABL), la amigdala central (AC), al ndcleo
ventroposteromedial del tdlamo. El tadlamo proyecta de forma importante a la corteza
insular (Cl). Las proyecciones de la corteza insular y de la ABL, alcanzan el ndcleo
acumbens (NAcc), que a su vez esta comunicado con el ndcleo basal magnocelular (NBM)
(Bermudez-Rattoni, 2004; Bures et al., 1998). Cuando el tracto intestinal esta siendo
irritado, tal informacién es transportada por el nervio vago hasta el NTS, de ahi algunos
axones alcanzan al NPB, a la AC y al nucleo paraventricular hipotalamico (Bermudez-

Rattoni, 2004) (Figura 7).
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Figura 7. Diagrama que esquematiza las principales, pero no todas, proyecciones involucradas en el
procesamiento del trazo de memoria gustativo. A través de los pares craneales 1X, VII y X la informacién
gustativa llega al sistema nervioso central. ABL, amigdala basolateral; AC, amigdala central; EC, estimulo
condicionado; El, estimulo incondicionado; dls, nicleo dorsolateral; lat, nlcleo exterior lateral; Cl, corteza
insular; NBM, nucleo basal magnocelular; NTS, nucleo del tracto solitario; PBN, nucleo parabranquial;
VPL, nlcleo ventral posterior lateral del tdlamo; VPM, nlcleo ventral posteriomedial del talamo; NPB,
nacleo parabraquial. Las lineas continuas representan conexiones que se sabe estan involucradas en el
procesamiento de los sabores. Las lineas punteadas representan la vias que se sabe estan involucradas en el
procesamiento de la informacion visceral. (Modificado de Bermudez Rattoni 2004)

3.4 La corteza insular y la amigdala

La corteza insular (CI) de la rata se encuentra en el I6bulo temporal y esta delimitada por
un area que abarca desde la corteza frontal lateral hasta la corteza perirrinal en direccion
rostro caudal. En su parte mas ventral va de la corteza somatosensorial a la corteza
piriforme. Asi mismo, la Cl ha sido referida como una corteza visceral, ya que recibe
informacién de tipo gustativa, y conexiones del talamo, pero sus principales conexiones
provienen del sistema limbico, que son las aferencias de la amigdala (Bures et al., 1998).

Ademas de que se ha demostrado que es una estructura que se encarga de procesar la
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informacion gustativa en la rata, la Cl ha sido relacionada fuertemente con la consolidacion

del CAS y la atenuacion de la neofobia (Bermudez-Rattoni, 2004).

La amigdala en la rata es una estructura que forma parte del 16bulo temporal, que
tiene un lugar prominente dentro de sistema nervioso, por su participacion en complejos
pardmetros moduladores de la integracion de la conducta, algunos son: mecanismos de
defensa, reproduccion y por supuesto el aprendizaje. Tradicionalmente la amigdala ha sido
dividida en corticomedial y basolateral; pero estudios recientes la han dividido en cuatro
subgrupos que son amigdala basal, lateral, central y cortical, de los cuales dos han sido
involucrados en el procesamiento de la memoria gustativa: la amigdala basolateral (ABL) y
la amigdala central (AC). La ABL recibe proyecciones de la corteza piriforme, proyecta
terminales hacia la corteza insular (porcidn agranular) y también hacia la corteza entorrinal
(Bermudez-Rattoni, 2004). Por otra parte, la AC recibe una variedad de aferentes corticales,
la corteza entorrinal, la corteza insular (porcion agranular) y la corteza perirrinal. Es
generalmente aceptado que la CI tiene un papel importante en el procesamiento neuronal de
los sabores y la asociacion sabor-malestar (Bermudez-Rattoni, 2004); mientras que la ABL
y la AC tienen una participacion en el procesamiento del malestar visceral que ocurre
durante el CAS (Lamprecht et al., 2000). De manera importante se ha demostrado que la
AC es indispensable para la consolidacion de la memoria de aversion a los sabores (Bahar

et al., 2003).
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, HIPOTESIS Y OBJETIVO

4.1 Planteamiento del problema

Los datos descritos en la introduccién apoyan la teoria de que la consolidacion y la
reconsolidacion son procesos diferentes de memoria. Ademas indican que la
reconsolidacion es parte de un mecanismo para incorporar nueva informacién a la memoria
de largo plazo. Por lo que resulta de interés investigar si las mismas estructuras que
participan en la consolidacion de la memoria de aversién (corteza insular y amigdala
central) también participan en la actualizacion de la memoria de aversion, esto es, en
condiciones donde exista nueva informacion que sea incorporada a la memoria (fase media
de la curva de aprendizaje). Al usar inhibidores de la sintesis de proteinas, como la
anisomicina, inyectada en una estructura determinada, es posible establecer la participacion
de esa estructura en los procesos dependientes de la sintesis de proteinas de una memoria
determinada. Por lo que en este trabajo se inyectd anisomicina en la corteza insular y los
subnucleos de la amigdala en condiciones donde se integra nueva informacion a la memoria
de aversién a los sabores y en condiciones donde la respuesta de aversion condicionada es

méaxima y el desempefio de la tarea no presenta cambios.
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4.2 Hipotesis

Al inyectar el inhibidor de la sintesis de proteinas en la corteza insular o la amigdala
central, pero no asi en la amigdala basolateral, se vera afectada la memoria de aversion al
sabor previamente consolidada siempre y cuando exista nueva informacion que sea
incorporada a la memoria. Sin embargo, cuando los animales se encuentren en el nivel
méaximo de adquisicién de la respuesta de aversion (asintota de la curva de aprendizaje), al
inyectar anisomicina no habré efecto, porque ya no habrd més informacion nueva que

agregar al trazo de memoria.

4.3 Objetivo general

Determinar si la sintesis de proteinas en la corteza insular y los subnucleos basolateral y
central de la amigdala es requerida para el mantenimiento de la memoria de aversion
condicionada al sabor previamente consolidada, tanto en condiciones donde se integra
nueva informacién (fase media de la curva de aprendizaje) como en condiciones donde esto

no ocurre (asintota de la curva de aprendizaje).

4.4 Objetivos particulares

4.4.1. Objetivo 1. Determinar si la inhibicion de la sintesis de proteinas a través de la
administracion de anisomicina en la corteza insular, en la amigdala central o en la amigdala
basolateral durante la reexposicién al condicionamiento, afecta la respuesta de aversion

condicionada previamente adquirida.
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4.4.2. Objetivo 2. Determinar si inyectar de manera simultanea en la corteza insular y la
amigdala central o en la corteza insular y la amigdala basolateral el inhibidor de la sintesis
de proteinas, durante la reexposicion al condicionamiento, afecta la respuesta de aversion

condicionada previamente adquirida.

4.4.3. Objetivo 3. Determinar si la sintesis de proteinas en la corteza insular y amigdala
central es requerida para el mantenimiento de la memoria previamente consolidada en

condiciones donde no existe integracion de informacion (asintota de curva de aprendizaje).

V. METODOLOGIA

5.1 Sujetos

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (n=261, de las cuales: 62 CI, 53 AC, 24 ABL,
50 CI-AC y 45 CI-ABL, y en asintota 33 CI-AC) de entre 250 a 300 gramos de peso al
inicio del experimento, con aproximadamente 10 semanas de vida, y criadas en el bioterio
del Instituto de Fisiologia Celular UNAM. Las cuales se mantuvieron en un ciclo de
luz:oscuridad 12h:12h, encendiéndose las luces a las ocho de la mafana. Las ratas fueron
alojadas por separado en cajas de acrilico donde tuvieron acceso sin restriccion a comida y
agua. Sélo estuvieron privadas de agua durante la fase experimental. Los procedimientos

conductuales fueron realizados en la fase de luz.
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5.2 Cirugia de implantacion de canulas

El total de los sujetos fueron asignados a los grupos experimentales y control de acuerdo al
sitio de implantacion de las canulas e inyeccion intracraneal del farmaco o vehiculo, tal
como se describe en la seccion VI: EXPERIMENTOS (pagina 39), de forma previa, los
animales fueron sometidos al procedimiento de implantacion de canulas como se describe a
continuacion.

Todos los animales fueron anestesiados via intraperitonial (i.p.) con una mezcla de
ketamina (76 mg/ Kg) y xilazina (8 mg/ Kg). Empleando el procedimiento de cirugia
estereotaxica estandar en la cual una vez realizadas las trepanaciones con una fresa dental,
se implantaron cénulas de 23Ga y de 12 mm de largo. Las canulas fueron fijadas al craneo
con dos tornillos y cemento dental de acuerdo a las siguientes coordenadas estereotaxicas
(mm): 1) corteza insular, anterior 1.2, lateral £ 5.5 y ventral 4; 2) amigdala central,
posterior 2.2, lateral + 4, ventral 5.8; 3) amigdala basolateral, posterior 2.8, lateral + 5,
ventral 6.5. (Paxinos & Watson 1986). Las canulas fueron situadas 2 mm arriba del area de
interés para evitar lesiones. Se us6 penicilina procainica como antibiotico; después de la
cirugia a los animales se les dieron siete dias para recuperarse con acceso a comida y agua

sin restriccion.

5.3 Procedimiento de la microinyeccion

Se inyectd la anisomicina a través (120 mg/mL) de las canulas, con jeringas marca
Hamilton de 25 pL, se inyectd una hora antes del CAS, el volumen total inyectado fue de 1

puL / min en la corteza insular y en las amigdalas fue de 0.5 pL / min. El inyector se
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mantuvo por un minuto adicional para permitir la completa difusion del farmaco. Para

evitar que las ratas se estresaran fueron manipuladas por varios dias antes de la inyeccion.

5.4 Farmacos

Se utilizé como vehiculo una solucién artificial de liquido cefalorraquideo (mM: 125 NaCl,
5 KCI, 1.25 NaH2PO4 _H20, 1.5 MgS04 _7H20, 26 NaHCO3, 10 glucosa, 2.5 CaCl2).
Como inhibidor de la sintesis de proteinas se utiliz6 anisomicina (Sigma) a una
concentracion de 120 mg/mL, concentracion que tiene efectos en la consolidacion de la
memoria de aversion (Rosenblum et al., 1993); a la solucion vehiculo se le agregd una
cantidad equimolar de HCI y se disolvio en solucién vehiculo ajustando después el pH a

7.4.

5.5. Procedimientos conductuales

5.5.1. Condicionamiento de aversion al sabor (CAS)

Los animales fueron inicialmente sometidos a una privacion de agua durante 24 horas. En
los siguientes tres dias se les permitid el acceso a agua durante 15 minutos por las mafianas
(10:00 £ 1 horas), lo anterior con el fin de obtener la tasa de consumo de liquido diario
(linea base). En el cuarto dia a los animales se les permitié el acceso durante 15 minutos a
una solucion de sacarina sodica al 0.1 % en sustitucion del agua y 15 minutos después de
terminado el periodo de consumo de sacarina se les inyect6 una solucion (10 mL/Kg, i.p.)
de cloruro de litio (LiCl) como irritante gastrico a una concentracion de 0.15 M. Después

de 4 horas las ratas tuvieron nuevamente acceso al agua por 15 minutos para evitar una

33



posible deshidratacion. Para los grupos de reexposicion al condicionamiento se realizé a las
24 hrs. una segunda sesion de CAS con las mismas caracteristicas que la primera, la
finalidad de aplicar el inhibidor de la sintesis de proteinas en segundo CAS fue la de
afectar la actualizacion de la nueva informacion. Para los grupos con nivel méximo de
aprendizaje y estabilidad en el condicionamiento (experimento 3), se realizaron 4 sesiones
de CAS consecutivas (una por dia) similares a las anteriores con el fin de que los sujetos
alcanzaran la asintota de la curva de aprendizaje; el quinto dia de CAS se realizo la
microinyeccion de anisomicina. Las sesiones prueba para evaluar el efecto de las diferentes
condiciones experimentales se realizaron para todos los casos un dia después de concluido

el entrenamiento en CAS (ver seccion VI: EXPERIMENTOS).

5.6. Procedimientos histolégicos

Después de terminado el experimento era necesario saber si las canulas fueron implantadas
correctamente en las estructuras estudiadas, para esto, las ratas fueron anestesiadas
profundamente con pentobarbital sédico (100 mg/kg), después prefundidas por via adrtica
con solucidn salina (0.9 %). Los cerebros fueron extraidos y puestos en paraformaldehido
(4%). Una vez que el tejido estuvo fijado fue puesto en soluciones de sacarosa del 10, 20 y
30% (24 horas en cada solucion). Los cerebros fueron cortados a 40 micras, tefiidos con
violeta de cresilo y fueron analizados al microscopio mediante la técnica del campo claro
con el fin de verificar la posicion de las canulas. En las figuras 8, 9 y 10 se muestran las
microfotografias representativas de la ubicacion de las canulas implantadas. Los animales
detectados con una implantacion erronea de las canulas fueron descartados del anélisis

estadistico.
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Figura 8. A la derecha se observa una microfotografia de uno de los cortes coronales del cerebro de una
rata, de 40 micras de espesor, tefiido con violeta de cresilo. En la imagen se muestra la lesion producida por
la canula en el tejido cerebral, asi como la regién a la que se dirigieron las microinyecciones en la Cl. A la
izquierda se presenta un esquema de la altura coronal correspondiente a la region de interés tomada de

Paxinos y Watson (1998).

549 ol

Figura 9. A la derecha se observa una microfotografia de uno de los cortes coronales del cerebro de una
rata, de 40 micras, tefiido con violeta de cresilo. En la imagen se muestra la lesion producida por la canula
en el tejido cerebral, asi como la regién a la que se dirigieron las microinyecciones en la AC. A la izquierda
se presenta un esquema de la altura coronal correspondiente a la region de interés tomada de Paxinos y

Watson (1998).
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Figura 10. A la derecha se observa una microfotografia de uno de los cortes coronales del cerebro de una
rata, de 40 micras de espesor, tefiido con violeta de cresilo. En la imagen se muestra la lesion producida por
la canula en el tejido cerebral, asi como la region a la que se dirigieron las microinyecciones en la ABL. A la
izquierda se presenta un esquema de la altura coronal correspondiente a la region de interés tomada de
Paxinos y Watson (1998).

5.7 Analisis de resultados

Para el registro del consumo de liquidos se utilizaron como bebederos probetas graduadas
de plastico de 50 mL con tapon de hule y pipeta de metal. El registro del consumo de agua
0 solucidn de sacarina se tomo con una precision de £ 0.5 mL. Para el analisis se registro la
cantidad de liquido ingerido en mililitros.

Para el analisis estadistico de resultados se utilizaron diferentes pruebas estadisticas
paramétricas. En el caso del primer y segundo experimento se utilizé6 un ANOVA factorial
de los resultados (media + error estandar) de la sesiones prueba para analizar si existieron
diferencias significativas y posteriormente se realizo un analisis post hoc de Fisher para

comparar diferencias entre grupos especificos. Se utilizd6 una prueba t pareada para
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comparar el promedio de consumo de un mismo grupo en dos mediciones. En el Gltimo
experimento se realiz6 una prueba t no pareada para el dia de la prueba. Cabe destacar que
dado al nimero de grupos en cada experimento (experimento 1. 3 grupos control y 3 grupos
vehiculo. Experimento 2. 2 grupos control y 2 grupos experimentales. Experimento 3. 1
grupo control y 1 grupo experimental) se decidié homologar los grupos vehiculo en un solo
grupo por razones de claridad al momento de presentar los datos graficados, los anélisis

estadisticos fueron realizados cada grupo experimental con su respectivo grupo control.
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VI. EXPERIMENTOS

En total se realizaron 3 experimentos, cada experimento estuvo dividido en diferentes

condiciones que a continuacion se especifican.

6.1. Experimento 1. Inhibicion de la sintesis de proteinas en la
corteza insular, amigdala central o amigdala basolateral en
condiciones donde se integra informacion a la memoria.

Se analizaron tres grupos con las siguientes tres condiciones, 1) corteza insular, 2) amigdala
basolateral y 3) amigdala central, cada condicién tuvo su respectivo grupo control. La

organizacion general del experimento fue de la siguiente manera:

6.1.1. Protocolo de entrenamiento de CAS.

Después de tres dias de linea base, en el cuarto dia se realiz6 el primer CAS, el quinto dia
60 minutos antes del segundo CAS, se aplicd la microinyeccion de anisomicina/vehiculo
(figura 8). La sesion prueba se realizo al dia siguiente y consistio en la presentacion de la

solucion de sacarina 0.1% por 15 minutos.
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ANISOMICINA/VEHICULO

|

3 dias i
e CAS1 memmp | |NY/CAS2 | wesssdp | PRUEBA

base

Figura 11. Protocolo del experimento 1. Despues de tres dias de linea base, se realiz6 la presentacion de
sacarina seguida de la inyeccion intraperitonial de LiCl (CAS1), al dia siguiente una hora antes de la
presentacion de la sacarina se realizd la microinyeccion (INY) de anisomicina o solucion vehiculo y la
segunda sesion de CAS. La sesion prueba fue realizada al dia siguiente.

Los animales fueron divididos en dos grupos de la siguiente manera

Grupo tratamiento Animalesen Cl | Animalesen AC Animales en
ABL

Anisomicina 60
minutos antes de 32 26 12
anisomicina la aplicacion del
segundo CAS

Solucion vehiculo
60 minutos antes 30 27 12
vehiculo de la aplicacion

del segundo CAS

6.1.2. Analisis de datos

Los datos que se analizaron fue el consumo de sacarina el dia de la prueba. Las pruebas

estadisticas usadas fueron: un ANOVA factorial Unicamente para los resultados del dia de
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la prueba, con un analisis post hoc de Fisher para comparar diferencias entre grupos. Se
realiz6 una t de student pareada para comparar un mismo grupo en el dia de la prueba y el

COoNsumo previo.

6.1.3. Resultados

Como se muestra en la figura 9, el consumo de sacarina el dia de la prueba de los grupos
inyectados con anisomicina en la corteza insular o en la amigdala central fue similar a su
consumo el dia del segundo CAS, lo que refleja una falta de consolidacion de la memoria
de aversién adquirida en el segundo condicionamiento. Por el otro lado, el grupo inyectado
con anisomicina en la amigdala basolateral presenté una disminucion importante en su
consumo (del 70% al 30%) similar a la que se observé en el grupo vehiculo, lo que indica
que no hubo efecto de la inhibicion de la sintesis de proteinas sobre la memoria de
aversion. El andlisis de ANOVA factorial para el dia de la prueba reveld diferencias
estadisticamente significativas en el factor intragrupos (F (s 133 = 7.01 p < 0.01). El analisis
post hoc de Fisher mostr6 que los resultados de los grupos inyectados con anisomicina en
la amigdala central y la corteza insular son estadisticamente distintos de sus respectivos
vehiculos (p's < 0.01), mientras que el grupo inyectado en la amigdala basolateral no
mostro diferencia contra el vehiculo (p > 0.05, NS). Adicionalmente, cuando se efectud una
prueba de t pareada para los distintos grupos entre el dia de la prueba y el dia de la
inyeccion se observo que los grupos inyectados con anisomicina en la corteza insular o la
amigdala central no presentaron diferencias entre sus consumos (p > 0.05, NS). Por el otro
lado el grupo de anisomicina en la amigdala basolateral mostré una disminucion en su

consumo el dia de la prueba (t 3 = 8.47 p < 0.01); lo mismo se observé en los grupos
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vehiculo (p's < 0.01). Estos resultados muestran que se necesita de la sintesis de proteinas
en la corteza insular y la amigdala central para consolidar la memoria de aversion que se
adquiere durante el segundo entrenamiento de aversion (CAS2); mientras que la sintesis de
proteinas en la amigdala basolateral no parece ser necesaria para la consolidacion de la

memoria de aversion gustativa.
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Figura 12. En la gréafica se muestran las dos sesiones de adquisicion: CAS1y CAS2, y el dia de la prueba de

memoria de aversion para los grupos inyectados con el inhibidor de la sintesis de proteinas en la corteza
insular (Cl), amigdala central (AC) o basolateral (ABL); por razones de claridad los vehiculos se
homologaron en un solo grupo (VEH) aunque los analisis estadisticos se hicieron comparando el grupo
anisomicina contra su respectivo control para cada estructura. La flecha indica el momento de la inyeccion
cerebral. ** = p < 0.01 entre el grupo inyectado en la Cl 0 AC y su respectivo grupo vehiculo. Los resultados
se muestran en medias * error estandar.
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6.2. Experimento 2. Inhibicion de la sintesis de proteinas en la
corteza insular y la amigdala central o en la corteza insular y la
amigdala basolateral en condiciones donde se integra informacion a
la memoria.

En este experimento se analizaron las siguientes dos condiciones que fueron: 1) corteza

insular-Amigdala central y 2) corteza insular-Amigdala basolateral. Cada condicion tuvo su

respectivo control.

6.2.1. Protocolo de entrenamiento de CAS.

Se realiz6 el mismo protocolo que en el experimento 1. Las microinyecciones en la corteza
insular-Amigdala central y corteza insular-Amigdala basolateral se realizaron 60 minutos
antes del segundo CAS como se muestra en la figura 10, la prueba se realiz6 al dia

siguiente y consistid en la presentacion de la solucion de sacarina 0.1% durante 15 minutos.

ANISOMICINA/VEHICULO

|

3 dias Ii
e CAS1 mmm) | |NY/CAS? | wesssp | PRUEBA

base

Figura 13. Protocolo del experimento 2. Después de tres dias de linea base, se realizo la presentacion de
sacarina seguida de la inyeccion intraperitonial de LiCl (CAS1), al dia siguiente, una hora antes de presentar
la sacarina, se realizd la microinyeccién (INY) de anisomicina o vehiculo. La sesion prueba fue al dia
siguiente.
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Los animales fueron divididos en grupos de la siguiente manera

Grupo Tratamiento Animales en Animales en
CI-AC CI-ABL

Anisomicina 60
minutos antes de 22 19

Anisomicina la aplicacion del
segundo CAS

Solucion vehiculo
60 minutos antes 21 27
Vehiculo de la aplicacién

del segundo CAS

6.2.2. Analisis de datos

Los datos que se analizaron fue el consumo de sacarina el dia de la prueba. Las pruebas
estadisticas usadas fueron: un ANOVA factorial Unicamente el dia de la prueba, con un
analisis post hoc de Fisher para comparar diferencias entre grupos, adicionalmente se
realiz6 una t de student pareada para comparar un mismo grupo en el dia de la prueba y el

CONsumo previo.

6.2.3. Resultados

En los experimentos anteriores no se encontrd efecto por la inhibiciéon de la sintesis de
proteinas sobre la memoria previamente consolidada (primer CAS) sin embargo, Si se
observo un efecto sobre la consolidacion de la nueva memoria (segundo CAS) cuando el
inhibidor de la sintesis de proteinas se inyect6 en la corteza insular o la amigdala central.

Debido a esto, se realizaron los siguientes experimentos con inyecciones de anisomicina en
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ambas estructuras al mismo tiempo, con el fin de analizar la coparticipacion de ambas
estructuras sobre el mantenimiento en el largo plazo de la respuesta de aversion
condicionada al sabor en condiciones de reexposicion al condicionamiento. En estos
experimentos se implantaron cénulas en 2 estructuras diferentes en cada animal, unas ratas
fueron implantadas en la corteza insular y la amigdala central y el resto en la corteza insular
y la amigdala basolateral. Se realizd el protocolo conductual de la siguiente manera: tres
dias de linea base de consumo de agua, aqui so6lo se les present6 agua por 15 minutos para
que se habituaran a consumir liquido una vez al dia. En el cuarto dia se present6 sacarina al
0.1 % (EC) por 15 minutos, quince minutos despues de terminado el consumo se inyecto6 de
manera intraperitoneal cloruro de litio 0.15 M (10mL/kg) como agente irritante (El). En el
quinto dia se aplico, a través de las canulas, una microinyeccion de anisomicina o solucion
vehiculo 60 minutos antes de la presentacién de sacarina y 15 minutos después de
terminado el consumo, una vez mas se aplico la inyeccion intraperitonial de cloruro de litio,
Ilevandose a cabo la sesion prueba al dia siguiente s6lo presentando el EC, el protocolo se

muestra en la figura 10.

En la figura 11 se muestra que el grupo inyectado con anisomicina en la corteza
insular y la amigdala central present6 un incremento significativo en su consumo el dia de
la prueba con respecto al grupo inyectado en la corteza insular y la amigdala basolateral
que mostré un consumo similar el dia de la prueba y el de inyeccion de anisomicina. Al
aplicar un ANOVA factorial para el dia de la prueba se obtuvo un efecto de grupo (F s) =
16.52 p < 0.01). El andlisis post hoc de Fisher revelé que ambos grupos inyectados con

anisomicina son estadisticamente diferentes a sus respectivos controles (p's < 0.01).
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Importantemente el analisis post hoc entre los dos grupos inyectados con anisomicina
también mostrd diferencias (p < 0.05), lo que indica claramente que el grupo inyectado en
la insular y central presentd un deterioro sobre la memoria previamente consolidada. En
cambio el grupo inyectado en la insular y basolateral tuvo un efecto exclusivamente sobre
la memoria adquirida en el segundo CAS; este efecto es similar al observado en los
experimentos anteriores cuando se inyectd solamente en la amigdala central o la corteza

insular.

120

} % —€— VEH
4 - —/— CI-ABL

] - 3¢ CI-AC

Consumo de sacarina
(% relativo al CAS1)
1

CAS1 INY/CAS2 PRUEBA

Figura 14. En la grafica se muestran las dos sesiones de adquisicion y el dia de la prueba de memoria de
aversion para los grupos inyectados con el inhibidor de la sintesis de proteinas en la corteza insular y
amigdala central (CI-AC) o en la corteza insular y amigdala basolateral (CI-ABL); por razones de claridad
los vehiculos se homologaron en un solo grupo (VEH) aunque los andlisis estadisticos se hicieron
comparando el grupo anisomicina contra su respectivo control para cada condicién. La flecha indica el
momento de la inyeccidn cerebral. * = p < 0.05, **=p 0.01. Los resultados se muestran en medias + error
estandar.

45



6.3. Experimento 3. Inhibicion de la sintesis de proteinas en la
corteza insular y la amigdala central en condiciones de nivel maximo
de aprendizaje.

En este experimento se analizé una condicion que fue corteza insular-amigdala central, con

su respectivo grupo control.

6.3.1. Protocolo de entrenamiento de CAS.

Después de tres dias de linea base, del cuarto al séptimo dia se realizé un CAS por dia. Las
microinyecciones en la corteza insular-amigdala central se realizaron 60 minutos antes del
quinto condicionamiento (octavo dia) como se muestra en la figura 12, la prueba se realiz6
al dia siguiente y consistio en la presentaciéon de la solucion de sacarina 0.1% durante 15

minutos.

ANISOMICINA/VEHICULO

|

3 dias linea
) | CAS1-CAS4 | wemmmp | |NY/CASS | ) PRUEBA

base

Figura 15. Protocolo del experimento 3. Después de tres dias de linea base se aplicaron 4 CAS consecutivos
(uno por dia), 60 minutos antes de hacer el quinto CAS se realiz6 la microinyeccion (INY) de anisomicina o
solucidn vehiculo. La sesion prueba se hizo al dia siguiente
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Los animales fueron divididos en grupos de la siguiente manera

Grupo Tratamiento Animales en CI-AC

Anisomicina 60 minutos antes
Anisomicina de la aplicacion del quinto CAS 15

Solucion vehiculo 60 minutos
Vehiculo antes de la aplicacion del 18
quinto CAS

6.3.2. Analisis de datos

Se realiz6 una prueba t de student el dia de la prueba, para buscar diferencias entre los dos
grupos

6.3.3. Resultados

Los siguientes experimentos fueron disefiados para contestar si el deterioro observado en la
memoria previamente consolidada se mantenia en condiciones donde la memoria no se
actualiza (asintota de la curva de aprendizaje del CAS). Rodriguez-Ortiz y cols. (2005)
reportaron que bajo condiciones donde ya no es evidente la actualizacion de la memoria,
esto es, no hay cambio en la conducta, ya no es posible deteriorarla con inhibidores de la
sintesis de proteinas después de evocarla. Para abordar este punto se disefid el siguiente

experimento donde los animales alcanzaron un nivel maximo de desempefio en la tarea de
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CAS antes de evocar la memoria e inhibir la sintesis de proteinas. En este experimento se
implantaron canulas en la corteza insular y amigdala central de las ratas. Se aplicé el
protocolo conductual de la misma manera que en los experimentos pasados sélo que en esta
ocasion se realizaron cinco asociaciones consecutivas de CAS. Una hora antes de la Gltima
asociacion (quinto CAS) se hizo la microinyeccion de anisomicina o vehiculo en la corteza
insular y la amigdala central. La sesion prueba se llevd a cabo al dia siguiente sélo

presentando la sacarina (EC) como se muestra en la figura 12.

Con la inyeccion de anisomicina simultanea en la insular y central se observé
deterioro sobre la memoria previamente consolidada en condiciones de actualizacion de la
memoria (fig. 11, sesion prueba). Sin embargo, como se observa en la figura 13, la
inyeccion de anisomicina en estas mismas estructuras no produjo ningun efecto en la
memoria de largo plazo si se realiza en condiciones donde la conducta no cambia (asintota
de la curva de aprendizaje de CAS). El anélisis con la prueba t de Student no pareada para
el dia de la prueba no revel¢ diferencias significativas entre los grupos (t ;) = 1.66 p >
0.05, NS). De este resultado se concluye, en apoyo a observaciones anteriores, que en
condiciones donde no hay actualizacion ya no es posible afectar la memoria inhibiendo la

sintesis de proteinas a pesar de ser evocada.
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Figura 16. En la grafica se muestran las cinco adquisiciones y el dia de la prueba de memoria de aversién
para el grupo inyectado con el inhibidor de la sintesis de proteinas en la corteza insular y la amigdala
central (ANY) o inyectado con solucién vehiculo (VEH). Se observa que a pesar de haberse inyectado en
ambas estructuras la anisomicina no deteriora la memoria (prueba). La flecha indica el momento de la
inyeccién cerebral. Los resultados se muestran en medias + error estandar.

VII DISCUSION

7.1 La sintesis de proteinas conjunta en la corteza insular y la
amigdala central es indispensable para consolidar a la memoria de
aversion gustativa.

La consolidacién o estabilizacion de la memoria en el largo plazo requiere de la sintesis de

proteinas, éste es un postulado aceptado en el estudio de la memoria (McGaugh, 2000). En
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esta investigacion encontramos que al inyectar el inhibidor de la sintesis de proteinas
anisomicina en la corteza insular o la amigdala central se afectd la consolidacion de la
informacion entrante. Esto se reflejo, en el experimento 1, en un incremento en el consumo
de sacarina en comparacién con el grupo control. Por el contrario, los animales inyectados
con solucion vehiculo tuvieron una disminucion significativa en su consumo lo que
demuestra que los animales adquieren una mayor aversion a ese sabor (informacion
entrante) el dia de la inyeccion intracerebral (segundo CAS) (figura 9). De manera similar,
se observo que la inyeccion de anisomicina en la amigdala basolateral no tuvo efecto sobre
la memoria. Este dato indica que esta estructura no participa en la consolidacion de esta
memoria de aversion. Estos resultados son congruentes con un par de estudios previos
(Bahar et al., 2003; Rosenblum et al., 1993), donde se report6 que la amigdala central y la
corteza insular son estructuras que requieren de la sintesis de proteinas para la
consolidacion del CAS. Debido a que la inhibicion de la sintesis de proteinas en cualquiera
de las dos estructuras es suficiente para evitar la consolidacion de la memoria de aversion,
se concluye que la sintesis de proteinas en ambas estructuras es indispensable para

almacenar en el largo plazo la memoria de aversion gustativa.

7.2 Mecanismos celulares implicados en la consolidacion de la
memoria de aversion

7.2.1 Receptores a glutamato

Una serie importante de trabajos indican que para almacenar los recuerdos el cerebro
requiere de modificaciones en sus neuronas, especificamente en sus sinapsis, a esto se le
Ilama plasticidad sinaptica (Martin et al., 2000). Para que se lleve a cabo la plasticidad
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sinaptica implicada en el almacenamiento de la memoria se necesita de la expresion de
factores de transcripcion temprana y de la sintesis de proteinas (Adams y Dudek, 2005). Asi
como de la participacion de diversos neurotransmisores de los cuales uno de los mas
importantes para la memoria es el glutamato (Rao y Finkbeiner, 2007). El glutamato es el
principal neurotransmisor excitatorio en el cerebro, es liberado de las terminales sinapticas
y activa diferentes tipos de receptores; entre los ionotrépicos se incluyen los del tipo
AMPA (a-amino3-hidroxi-5-metil-4-acido isoxazolepropionico), asi como a los de tipo
NMDA. Los receptores AMPA estan compuestos por combinaciones de las subunidades
GluR1, GluR2, GIuR3 y GluR4. Los receptores AMPA que carecen de la subunidad GluR2
son permeables al Ca?*. En contraste, los receptores NMDA estan formados por
subunidades NR1, NR2 y NR3 y son todos permeables al Ca** (Rao y Finkbeiner, 2007).
Para la consolidacién del CAS es vital la entrada de Ca** en la corteza insular ya que
estimula la fosforilacion del receptor en la subunidad NR2B; dicho evento puede elevar los
niveles del factor de transcripcion CREB, que a su vez induce la sintesis de proteinas

(Bermudez-Rattoni, 2004).

Al igual que en la corteza insular, se ha demostrado que la liberacion de glutamato
en la amigdala es también un paso critico para la adquisicion del CAS (Miranda et al.,
2002). Se ha propuesto que la amigdala juega un papel importante en el CAS ya que
modula la consolidacion de esta memoria. Por ejemplo, la administracion de glutamato en
la amigdala fortalece una memoria débil de CAS (Miranda et al., 2002). En experimentos
relacionados, Ferreira y colaboradores (Ferreira et al., 2005) administraron, al igual que en

el reporte anterior, glutamato directamente en la amigdala, pero ademas, aplicaron al
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mismo tiempo AP5, un antagonista de los receptores NMDA, en la Cl. La manipulacion
farmacoldgica de estos receptores en la Cl bloque6 la modulacion positiva que tiene la
amigdala en la consolidacion de la memoria de aversion (Ferreira et al., 2005). Estos
resultados apuntan que la amigdala regula a la Cl a través de actividad glutamatérgica. Para
abordar la relacién directa que existe entre la amigdala y la Cl en la consolidacion del trazo
de memoria de aversion al sabor se uso la potenciacion a largo plazo (LTP, por sus siglas
en inglés). La LTP es un modelo experimental de plasticidad celular en donde se induce,
mediante estimulacion breve de alta frecuencia, cambios plasticos en las sinapsis, que
pueden durar horas, dias o incluso semanas. Escobar y Bermudez-Rattoni estimularon la
amigdala con pulsos de voltaje de una frecuencia de 100Hz, por intervalos de 20 segundos
y registraron una potenciacion de la respuesta sinéptica en la Cl. Ademas, reportaron que
ratas estimuladas en la amigdala bajo este protocolo tienen una mejor retencién del CAS
que ratas control (Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000). Una vez que se establecid la
relacion directa entre la amigdala y la corteza insular en la consolidacién de la memoria de
aversion, vino la pregunta ;Qué neurotransmisores modulan esta potenciacion? Para esto,
Escobar y colaboradores (Escobar et al., 2002) indujeron una LTP entre la amigdala y la CI
pero ahora utilizaron manipulaciones farmacolégicas. Observaron que la aplicacion de CCP
(3-(2-carboxipiperazin)-propil-1-acido  fosfénico) y AP-5 (&cido D-2-amino-5-
fosfonopentatonico), ambos antagonistas de los receptores tipo NMDA, bloquearon la
memoria de largo plazo del CAS, asi como también la induccion in vivo del LTP.
Concluyeron que el sistema de neurotransmision de glutamato en la CI es indispensable
para la formacion de la memoria de aversion. Ademas, indican que esta regulacion es

importante para el establecimiento de la memoria del CAS. En nuestros experimentos
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observamos que la amigdala central (pero no la amigdala basolateral) participa en la
consolidacién de la memoria de aversion, ya que al inhibir la sintesis de proteinas evitamos
la formacion de dicha memoria. Esta serie de reportes nos demuestran no sélo que la
amigdala tiene un papel como sitio de consolidacion de la memoria del CAS, sino ademas,
que modula, a través de la liberacion de glutamato, a la Cl para permitir que esa estructura

sea también sitio de consolidacion de la memoria de aversion a los sabores.

7.2.2. Sintesis de proteinas

Uno de los grupos mas importantes de proteinas que participan en la consolidacion de la
memoria de aversion en la CI y la AC son los genes de expresion temprana (IEG’s, por sus
siglas en inglés). Estos genes se expresan rapida y transitoriamente por la actividad
neuronal (Davis et al., 2003). Los IEG’s se activan por cascadas de sefalizacion en las
cuales estdn involucradas cinasas, que a su vez interactlan con estos genes para inducir
cambios plasticos en las células (Davis et al., 2003). c-fos es uno de los IEG’s que se ha
visto implicado en la plasticidad sinaptica y la consolidacion de la memoria, razén por la
cual es muy estudiado (Davis et al., 2003). Al realizar inmunohistoquimica para la proteina
c-Fos se observo una expresion importante de este gen en la amigdala y la corteza insular
tras la presentacion de un sabor nuevo como la sacarosa (Yamamoto, 2006). Igualmente, al
presentar un sabor nuevo pero seguido de una inyeccion intraperitonial de LiCl, se observé
expresion de c-Fos en la amigdala y en la CI (Bernstein y Koh, 2007). También se reporto
que se necesita de una dosis alta de LiCl para que haya expresion de este gen en dichas
estructuras (Ferreira et al., 2006). Estos estudios apoyan los datos reportados en el presente

trabajo, e indican que uno de los candidatos que seguramente se inhibe en nuestro protocolo
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es c-Fos. Estudios posteriores permitiran seguir caracterizando cuales otras proteinas son

sintetizadas en la Cl y la amigdala para permitir la consolidacion del CAS.

7.3 La sintesis de proteinas en la corteza insular o la amigdala central
es suficiente para mantener en el almacén de largo plazo a la
memoria de aversion gustativa cuando a ésta se le incorpora
informacion

La teoria de la reconsolidacion propone que la memoria previamente consolidada al
momento de evocarla se vuelve labil, susceptible a ser modificada por el efecto de diversos
tratamientos (Dudai, 2004). La reconsolidacion es un proceso que se mantiene controversial
en parte por no encontrarse cada vez que la memoria es evocada y en parte por falta de
evidencia sobre su funcién para la memoria. En los estudios que abordan al proceso de
reconsolidacion no se ha analizado en detalle si después de la aplicacion del tratamiento, el
desempefio de los animales es similar al de antes de ser entrenados. Comunmente se
observa un deterioro en la respuesta condicionada y se presume que el efecto es total sobre
la memoria (para una excepcion referirse a Morris et al., 2006). En la presente
investigacion no se observo que la inyeccion simultanea del inhibidor en la corteza insular
y la amigdala central deteriore la memoria previamente consolidada en tal grado que el
desempefio observado el dia de la prueba sea similar al demostrado antes del primer
condicionamiento (primer CAS, figura 11). Este hallazgo es un argumento a favor de que la
reconsolidacion no es un proceso que se necesite para realmacenar la memoria cada vez que
es evocada. Sin embargo si se observo un efecto parcial sobre la memoria previamente
consolidada cuando se inyectd el inhibidor. Esta observacion puede ser interpretada bajo la
teoria de Rodriguez-Ortiz y colaboradores (2005; 2008), la cual propone que la

reconsolidacion es parte de un proceso que permite la integracion de informacion relevante
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a la memoria de largo plazo. La reconsolidacion se explicaria como la desestabilizacidn
parcial de la memoria previamente consolidada para permitir el acople de la nueva
informacion a la informacion ya almacenada en el largo plazo (actualizar la memoria). Esto
ayuda a entender porque cuando se trata con farmacos que interrumpen a la consolidacién
se afecta a la memoria previamente consolidada y parece que este proceso tiene la funcion
de consolidar la memoria otra vez. Una cuestion que resulta muy interesante en los
resultados presentados en este trabajo es: ¢por qué con solo una estructura es posible
mantener el trazo previo? Parte de la respuesta es que se necesita la sintesis de proteinas en
cualquiera de las dos estructuras para poder sostener el trazo de memoria de aversion,
independientemente de que estructura sea la Cl o la AC, el trazo se sostiene. Lo que indica
que las dos estructuras son importantes para la formacién de la memoria pero, con s6lo una
de ellas es posible el mantenimiento de la memoria de aversion después de su reactivacion.
La ClI es importante para la formacion de esta memoria porque es la corteza encargada de
procesar la informacién gustativa. La amigdala procesa experiencias que tengan cierta
carga emocional, ademas existe evidencia que muestra su papel modulador en la formacion
de la memoria de aversién. Por tanto el malestar gastrico provocado por la inyeccion de
LiCl activa a la amigdala que a su vez modula a la corteza insular, y el trazo de memoria es
consolidado por estas dos estructuras. Ademas puede ser que en ambas estructuras exista
redundancia en la informacion consolidada, es decir que en las dos estructuras se almacene
la misma informacion (la aversion a la sacarina) y al inyectar anisomicina en la Cl o la AC
la estructura que permanece intacta sigue guardando la memoria del CAS previo, pero si es
inyectada anisomicina en ambas estructuras al mismo tiempo el trazo se rompe, se

desestabiliza y es entonces que se afecta la memoria previamente consolidada.
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7.4 La inhibicion de la sintesis de proteinas en la ausencia de
informacion actualizada

En el caso donde los animales ya han alcanzado la maxima respuesta adquirida (asintota de
la curva de aprendizaje) del CAS se observo que al aplicar anisomicina no se afectd a la
memoria. Este resultado es congruente con la teoria de que al actualizarse la memoria se
desestabiliza la informacion almacenada en el largo plazo. En las condiciones de asintota ya
no hay mas informacion relevante que incorporar en el trazo de memoria y la evocacion no
desestabiliza a la memoria previamente consolidada y por lo tanto no hay efecto sobre el

desempefio de la tarea con la inyeccidn del inhibidor y por tanto ya no hay actualizacion.

Después de activar la memoria previamente consolidada, se adquiere nueva
informacion relevante para la memoria “original”, por ejemplo, informacién sensorial,
emocional sobre el EC, el contexto donde éste se presentd, los cuales pueden ser
incorporados en el trazo de memoria original (Tronson y Taylor, 2007), haciéndolo
diferente ya que van incorporando nueva informacion al trazo, lo van actualizando
(Rodriguez-Ortiz et al., 2005). Diversos estudios han demostrado que para que se incorpore
informacidn al trazo es necesario que la memoria entre en un estado dependiente de sintesis
de proteinas (Rodriguez-Ortiz et al., 2005; Doyere et al., 2007; Rossato et al., 2007). En un
trabajo con humanos (Hupbach et al., 2007), se pidi6 a sujetos que memorizaran una lista
con 20 palabras en el dia 1. Después, en el dia 2, s6lo la mitad de los sujetos tuvo
reactivacion de la memoria de las 20 palabras del dia anterior. En ese mismo dia a todos se

les pidi6 que memorizaran una segunda lista de palabras. En la prueba, realizada en el dia
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3, se pidié a los sujetos que repitieran la lista de palabras memorizada en el dia 1.
Sorpresivamente los sujetos que en el dia 2 tuvieron reactivacion de la lista 1, cometian
errores al confundir palabras de la lista 2 con palabras de la lista 1. Se concluy6 que la
reactivacion reabre la memoria para que sea modificada, por lo tanto la memoria puede ser
fortalecida, debilitada o nueva informacion puede ser incorporada (Hupbach et al., 2007).
En este trabajo se observé que para que se consolide la memoria de aversion es necesaria la
sintesis de proteinas en la Cl y la AC. Los resultados obtenidos en esta tesis apoyan la idea
de que al afectar la memoria previamente consolidada, se esta interfiriendo con la
incorporacion de informacion actualizada al trazo de memoria y que en asintota la memoria

ya no se puede afectar probablemente porque ya no se actualiza.

7.5 Conclusiones

Para que se dé la consolidacion de la memoria de aversion gustativa es necesaria la

sintesis de proteinas en la corteza insular y la amigdala central.

e La sintesis de proteinas en la amigdala basolateral no es necesaria para la
consolidacion de la memoria de aversion gustativa.

e Solo se requiere de sintesis de proteinas en la corteza insular o la amigdala central
para mantener en el almacén de largo plazo a la memoria de aversion gustativa
previamente consolidada después de ser reactivada.

e Una vez alcanzado el nivel maximo de desempefio en la tarea de CAS ya no es

posible deteriorar a la memoria de aversion gustativa previamente consolidada por

la inhibicion de sintesis de proteinas en la corteza insular y la amigdala central.
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