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Conservacion de los recuerdos

Los Famas para conservar sus recuerdos proceden a embalsamarlos en la
siguiente forma: luego de fijado el recuerdo con pelos y sefiales, lo envuelven
de pies a cabeza en una sabana negra y lo colocan parado contra la pared de

la sala, con un cartelito que dice: "Excursion a Quilmes"”, o: "Frank Sinatra".

Los Cronopios, en cambio, esos seres desordenados vy tibios, dejan los
recuerdos sueltos por la casa, entre alegres gritos, y ellos andan por el medio y
cuando pasa corriendo uno, lo acarician con suavidad y le dicen: "no vayas a
lastimarte", y también: "cuidado con los escalones". Es por eso que las casas
de los Famas son ordenadas y silenciosas, mientras que en las de los
Cronopios hay gran bulla y puertas que golpean. Los vecinos se quejan
siempre de los Cronopios, y los famas mueven la cabeza comprensivamente y

van a ver si las etiquetas estan todas en su sitio

Julio Cortazar / Historias de Cronopios y de Famas



RESUMEN

La consolidacion es el proceso por el cual la informacion adquirida pasa de un
almaceén de corto plazo a uno de largo plazo, existe evidencia experimental que
este proceso requiere de la sintesis de proteinas. El objetivo del presente
trabajo fue determinar si la administracion de un inhibidor de la sintesis de
proteinas (anisomicina: ANI) en el hipocampo dorsal afecta la tarea de
evitacion inhibitoria (El), cuando se emplean diferentes intensidades de choque
eléctrico en el entrenamiento. Se implantaron bilateralmente canulas en el
hipocampo dorsal (HD) en ratas y se realizaron cuatro experimentos de grupos
independientes: 1) curva dosis respuesta de ANI (15.62, 31.25, 62.5, 93.7
pg/0.5 pl) administrada antes del entrenamiento de El con una intensidad de
choque eléctrico de 0.8 mA. 2) se administré ANI (62.5 ug/0.5 ul) antes del
entrenamiento, con una intensidad de choque eléctrico de 0.8, 1.0 6 2.0 mA. 3)
se administr6 ANI (62.5 pg/0.5 ul) antes del entrenamiento de El y se probo a
los 30 min (MCP) y posteriormente a las 48 h (MLP). 4) se administro ANI (62.5
Mg/0.5 pl) tanto antes del entrenamiento como antes de la prueba de EIl. Los
resultados muestran que la ANI produjo efectos amnésicos cuando las ratas
fueron entrenadas con 0.8 6 1.0 mA, mientras que las ratas entrenadas con 2.0
mMA no presentaron amnesia. Se concluye, que la administracion de ANI en el
HD no interfiere con la consolidacion de la memoria cuando se entrena con 2.0
mA en la prueba de El. Por otra parte no se interfiere con la MCP pero si
interfiere con la MLP, ademas se descarta que el efecto amnésico se deba a un

efecto de dependencia de estado.



ABSTRACT

Consolidation is the process through which passes the information acquired
from a short-term memory (STM) to a long-term memory (LTM), there is
experimental evidence that this process requires protein synthesis. The aim of
this study was to determine whether administration the inhibitor of protein
synthesis (anisomycin: ANI) in the dorsal hippocampus affects to task inhibitory
avoidance (IA), with different intensities to foot-shock. Were implanted cannulas
bilaterally in the dorsal hippocampus in rats and were performed four
experiments the independent groups: 1) The effects of hippocampal
administration of different doses of ANI (15.62, 31.25, 62.5, 93.7 ug/0.5 pl) on
memory consolidation were determined. The intensity of foot-shock used during
IA training was 0.8 mA and the retention test was run 48 hours after training. 2)
We determined whether enhanced learning prevents the amnesic effect of
administration of ANI (62.5 pg/ 0.5 ul). Three foot-shock intensities were studied
(0.8, 1.0, and 2.0 mA). 3) We determined the effects of ANI (62.5 ug/ 0.5 pl) on
STM (test at 30 min) and LTM (test at 48 hours). 4) We determined whether
pre-training administration of ANI (62.5 pg/ 0.5 ul) induced state-dependent
learning. The results show that ANI administration was amnesic effects when
rats were trained with 0.8 or 1.0 mA, while rats trained with 2.0 mA showed no
amnesia. We conclude ANI produced amnesia when the rats were trained using
0.8 or 1.0 mA, while no effects were found when 2.0 mA were used. ANI did not
interfere with short-term memory. The amnesic effect of ANl was not state-
dependent. The enhanced training of IA prevents the impairment of long-term

memory produced by ANI administration to dorsal hippocampus.
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1. INTRODUCCION

Un objetivo de las neurociencias es conocer los sustratos anatomicos,
fisiologicos y moleculares del aprendizaje y la memoria. Aunque hoy en dia se
cuenta con un mayor conocimiento del tema, aun hace falta explicar las
condiciones (tanto fisiologicas como conductuales) que pueden estar mediando
estos procesos. Ademas, existen reportes en la literatura cientifica que han
orientado y sentado las bases de la investigacion basicamente en dos lineas: la
investigacion clinica, en la que se han estudiado a pacientes (como el caso H.
M.) que han sufrido alguna lesidbn cerebral que deteriora la memoria,
presentando una disociacion de sus funciones. Por otro lado, en la
investigacion basica se ha podido experimentar con animales de laboratorio, en
condiciones que seria poco viable realizar con humanos, pudiéndose manipular
y controlar variables que intervienen en el aprendizaje y en la memoria
(Eichenbaum, 2003).

La division clasica de la memoria, es a partir del tiempo que dure la
informacion adquirida, y sea accesible o recuperable, por lo que se han
distinguido diferentes tipos de memoria. William James (1890) distinguié entre
una memoria primaria y una secundaria, que hoy se conocen como memoria de
corto plazo (MCP) y memoria a largo plazo (MLP) (mencionado en Prado-
Alcala, 1999). El proceso por el cual pasa la informacion de una MCP a una
MLP, es la consolidacion y fueron Muller & Pilzecker (1900) los primeros en
describir experimentalmente este proceso, indicando que es dependiente del
tiempo (McGaugh, 1966; Dudai, 2004).

Existe evidencia experimental que sugiere que este proceso requiere la
sintesis de proteinas de novo, ya que tratamientos con inhibidores de la
sintesis de proteinas, tanto de forma sistémica como intracerebral, antes o
inmediatamente después del entrenamiento de una tarea interfieren con la

consolidacion y por lo tanto con la MLP (Davis & Squire, 1984).



1.1 APRENDIZAJE

El aprendizaje es el cambio en la conducta del sujeto, derivado de la
experiencia, que es mas o menos permanente (Prado-Alcala, 1999) y no es
resultado de la maduracion, habituacion, fatiga o de algun efecto de drogas
(Hilgard & Bower, 1975). Por lo tanto, la persistencia en el tiempo de una
conducta derivada de la experiencia, es el aspecto central que distingue al
aprendizaje. En su estudio experimental para determinar su correlato
neurofisiolégico, se ha intentado explicar la relacion de los cambios
conductuales con procesos biolégicos (anatdmicos, fisiolégicos o moleculares)
(Thompson, 1977).

Existe evidencia experimental que como resultado del aprendizaje, se
producen cambios en el sistema nervioso que pueden ser duraderos y que
originan cambios perdurables en la conducta (Morgado, 2005; Correa, 2007);
estos cambios pueden ser funcionales, estructurales o de ambos tipos
(sinaptico, bioquimico, etc.) que involucrarian una plasticidad cerebral
(Mendoza, 2002). De tal modo que para las neurociencias es de gran interés
conocer los cambios que conlleva el aprendizaje en la conformacion neuronal,
ya que el aprendizaje es un claro ejemplo de la plasticidad neuronal con que

cuenta el cerebro.

Se conocen dos tipos de aprendizaje: el no asociativo y el asociativo. El
aprendizaje no asociativo es el mas simple y se encuentra en casi todos los
seres vivos, se produce cuando se expone al sujeto una vez o repetidas veces

a un solo tipo de estimulo, ademas que tiene dos modalidades de presentacion:

* Habituacion, es un descenso de la respuesta a un estimulo moderado

repetitivo.

» Sensibilizacién (o pseudo condicionamiento) es un fortalecimiento de la
respuesta a una amplia variedad de estimulos, que sigue a un estimulo

intenso o nocivo (Kandel, 2002).
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Por otra parte, entre los tipos de aprendizaje asociativo que existen y por

fines de estudio del presente trabajo se describiran dos tipos de aprendizaje

asociativo y sus procedimientos experimentales:

El condicionamiento clasico, que es un aprendizaje que implica la
asociacion entre dos estimulos, en el que un estimulo poco significativo
adquiere las propiedades de un estimulo significativo. El experimento
clasico desarrollado por Pavlov (1927), consiste en que la sola presencia
de un estimulo (carne) a un perro hambriento provocaba la salivacion en
el animal; a este tipo de respuesta se le llamo repuesta incondicionada
(RI), pues no requiere de ningun procedimiento en particular, y en forma
similar, a la carne se le llamo estimulo incondicionado. Si antes de
mostrar el estimulo incondicionado al perro se le presentaba el sonido de
una campana (estimulo condicionado, EC), después de un buen namero
de asociaciones de estos estimulos, la sola presencia del EC producia
una respuesta de salivacion (respuesta condicionada, RC). Asi, a toda
esta situacién en la que se provocaba salivacion por el sonido de la
campana se le llamé condicionamiento, pues requeria de las condiciones
por las cuales el sonido de la campana provocaba una respuesta en el
sujeto que antes no daba (Bermudez-Rattoni, Quirarte & Prado-Alcala,
2001). Ademas, una caracteristica importante es que el EC siempre debe
preceder al El. Asi, Pavlov encontré6 que se necesitaba un intervalo de
tiempo entre los dos estimulos, que en investigaciones posteriores se
encontré que el intervalo optimo entre la presentacion de estimulos es de
medio segundo y desde luego si los estimulos se separan en términos de
horas, entonces no se logra el condicionamiento (Bermudez-Rattoni,
Quirarte & Prado-Alcala, 2001).

El condicionamiento operante es el otro tipo de aprendizaje asociativo que
mas se ha estudiado, y quizas el que mas se conoce en la literatura. En
este condicionamiento el sujeto emite una respuesta (conducta) que altera
el ambiente, y esta relacion tiene consecuencia sobre el sujeto. De esta

forma el condicionamiento operante implica una triple relacion de
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contingencias en donde un estimulo (generalmente un contexto
determinado o una sefal discriminativa) es seguido por una respuesta, y a
esta Ultima le sigue una consecuencia, la cual tendra un efecto directo
sobre la probabilidad de presentacion futura de la respuesta. A las
consecuencias se les ha llamado reforzadores, los cuales pueden ser
positivos 0 negativos. El reforzador positivo es el estimulo que cuando es
presentado inmediatamente después de la emision de una respuesta,
incrementa la probabilidad de ocurrencia de dicha respuesta. Y el
reforzador negativo, es cuando la emision de una respuesta evita la
presentacion de un estimulo aversivo, por tanto, se ve incrementada la

probabilidad de ocurrencia de esta respuesta (Mendoza, 2002).

Ademas, en el condicionamiento operante se pueden estudiar tres
procesos, el primero es el castigo: al presentarse una conducta se aplica un
estimulo aversivo, el sujeto deja de emitir la respuesta. El segundo es el
escape: el sujeto debe responder rapidamente ante la presentacion del
estimulo nociceptivo, para alejarse de éste. El tercero es la evitacion: la
ejecucion de una respuesta instrumental, permite al sujeto no recibir el estimulo
aversivo (Anderson, 2002). Existen diferentes procedimientos experimentales

para estudiar la evitacion los 3 mas comunes se describen a continuacion:

1. En un procedimiento de evitacidn, se emplea una caja provista de dos
compartimientos se coloca al sujeto en uno de ellos y se presenta un
estimulo discriminativo (un tono o una luz), el cual va indicar cuando el
sujeto debe saltar de un compartimiento al otro para evitar recibir una
descarga eléctrica en ese ensayo. Si el sujeto no responde durante la
presentacion del estimulo discriminativo, se administra la descarga eléctrica
y el sujeto ha de interrumpirla escapando al otro compartimiento. Por lo
que, en este procedimiento se pueden presentar la conducta de evitacion y
la de escape, ya que al inicio del experimento el sujeto no sabe que es
posible evitar el choque eléctrico y escapa de él, conforme el sujeto
aprende que tras la respuesta se interrumpe la descarga eléctrica,

comienza a responder antes de que este se de. En resumen, antes de
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descubrir que responder evita la descarga eléctrica, el sujeto simplemente

escapa al choque cuando este aparece (Tarpy, 2000).

En otro procedimiento de evitacion, se emplea una camara provista con
una palanca que el sujeto puede presionar; el piso formado por rejillas
pueden ser electrificadas. El sujeto puede posponer la descarga eléctrica
presionando la palanca, no hacerlo implica recibir el choque eléctrico.
Cuando el sujeto responde, comienza un intervalo sin descarga, de tal
modo si el sujeto responde con una tasa lo suficientemente alta, puede
evitar las descargas eléctricas por completo (Sidman, 1980). La diferencia
entre este procedimiento y el anterior, radica en que no se emplea
habitualmente un estimulo discriminativo, el sujeto prevé la descarga
eléctrica siguiente solo por la separacion temporal entre las descargas en

vez de por la sefial externa (Tarpy, 2000).

Evitacion pasiva o inhibitoria (El) es quizas el procedimiento mas empleado
para estudiar el condicionamiento de evitacion, consiste en entrenar a los
sujetos a evitar la presentacion de un estimulo aversivo por medio de la
inhibicion de una respuesta comunmente de tipo motor. Se emplea una
camara de evitacion inhibitoria, conformada por dos compartimientos
separados por una compuerta, uno de seguridad (iluminado) y otro de
castigo (oscuro) provisto con un piso de rejilla para administrar choques
eléctricos. Se entrena al sujeto a no cruzar al compartimiento donde se le
administré el estimulo aversivo (choque eléctrico). La prueba de evitacion
se puede hacer inmediatamente, varias horas o dias después del choque
(entrenamiento), y se mide el tiempo que tarda en atravesar al otro

compartimiento (latencia de retencion) (Sweatt, 2005).

Este procedimiento ha sido muy uatil para el estudio experimental del
aprendizaje y la memoria en animales de laboratorio bajo distintos
tratamientos, ya que comunmente se adquiere en un ensayo Yy la memoria
es estable una vez que se adquirid, y su ejecucion en la prueba indica si el
sujeto aprendid o no. Latencias largas son interpretadas como una buena

retencion, mientras latencias cortas indican una mala retencion (amnesia)
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(Gold, 1986). Ademas, se han identificado factores que pueden influir en la
ejecucion de esta tarea, tales como la sensibilidad al choque eléctrico que
se administre, la respuesta bioquimica al estrés y la actividad locomotora

del sujeto (Bammer, 1982).
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1.2. MEMORIA

La memoria es el almacén de la informacion que se adquirio, y su division
clasica empleada en neurobiologia depende del tiempo que dure la informacién
adquirida, y sea accesible a recuperarla por lo que hay dos tipos de memoria
en términos funcionales, una memoria de corto plazo (MCP) y una memoria de
largo plazo (MLP) (mencionado en Prado-Alcala, Quiroz, Garin, Diaz-Truijillo,
Diaz del Guante, Galindo, Martinez & Quirarte, 2004).

La consolidacion es el proceso por el cual la informacion adquirida pasa
de la MCP a la MLP, y las evidencias experimentales sugieren que requiere de
la sintesis de proteinas (Davis & Squire, 1984). Durante la consolidacion la
informacion es labil y se puede interrumpir interfiriendo que acceda a la MLP
(Dudai, 2004), por lo que la consolidacion es dependiente del tiempo
(McGaugh, 2000). En la figura 1 se ilustran la MCP y la MLP en su transicion

por la consolidacion.

Figura 1. Se ilustra como la memoria de corto plazo (MCP) tiende a decaer conforme
pasa el tiempo con una corta duracion, mientras la memoria de largo plazo (MLP) su
duracién es por mas tiempo una vez que pasa por el proceso de consolidacion.
Modificada de Dudai (2004).
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La MCP almacena temporalmente una cantidad limitada de informacion
recientemente adquirida, disponible durante unos segundos o0 minutos tras el
aprendizaje, y su utilidad es inmediata (Pérez-Vega, Morales-Villagran, Feria-
Velasco & Gonzalez-Burgos, 2004), puede durar de minutos a horas, y existe
evidencia experimental que requiere de modificaciones post-traduccionales a
proteinas existentes pero no de la sintesis de nuevas macromoléculas (Kandel,
2001).

Por su parte la MLP, almacena una cantidad aparentemente ilimitada de
informacion durante periodos prolongados, de dias, meses o afios e incluso por
toda la vida; su caracteristica esencial es la persistencia en el tiempo (Sandi,
2003). Ademas, la MLP implica la produccion de cambios plasticos
relativamente duraderos, incremento en la densidad de botones sinapticos, en
la longitud y ramificaciones axonicas, asi como en el numero de espinas
dendriticas (Dudai, 2002). Para que estos cambios ocurran se ha propuesto
que se requiere de un incremento en la sintesis de proteinas y la activacion de
genes (Dudai, 2002; Kandel, 2002), sintesis del mensajero del receptor
(RNAm), los cuales pueden inducir el fortalecimiento de conexiones sinapticas,
modificando asi la eficiencia de la transmisién sinaptica (Cammarota,
Bevilagua, Rossato, Ramirez, Medina & lzquierdo, 2005). Se ha demostrado
por gran evidencia experimental que la administracion sistémica o intracerebral
de inhibidores de la sintesis proteinas (ISPs) bloquea la formacion de la MLP
de diferentes tareas (Davis & Squire, 1984; Hernandez & Abel, 2008; Prado-
Alcala, Quiroz, Garin, Diaz-Trujillo, Diaz del Guante, Galindo, Martinez &
Quirarte, 2004), aunque el mecanismo de esta accion es tema de controversia

actual, como veremos adelante.

Por tanto, la memoria de corto plazo es un proceso activo, fragil y de
corta duraciébn que constituye una primera etapa en el desarrollo de una
memoria permanente (MLP); es decir, el hecho de que la informacion pase en
primer lugar por la MCP y posteriormente se consolide y pase a la MLP, habla
de que son sistemas secuenciales e interdependientes, por lo cual

necesariamente para que la informacion que se consolide y quede en la MLP
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tuvo que pasar por la MCP (McGaugh, 2000; Sandi, 2001). Sin embargo,
existen evidencias que sugieren lo contrario, es decir que son sistemas
independientes que funcionan en paralelo (Cammarota, Bevilaqua, Rossato,
Ramirez, Medina & Izquierdo, 2005).

La diferencia mas notoria entre estos tipos de memorias es que la MLP
parece requerir de la sintesis de proteinas en el hipocampo y en otras
estructuras cerebrales especificas como la amigdala, mientras que la MCP no
las requiere (Cammarota, Bevilagua, Rossato, Ramirez, Medina & Izquierdo,
2005). Ademas, se ha podido demostrar que los mecanismos moleculares de

MCP son diferentes de la MLP, como se muestra en la figura 2.

Figura 2. Se describen los eventos moleculares de la formacion de la MCP y MLP
(Modificada de Kandel, 2001). La MCP ocurre cuando la serotonina endbégena activa
receptores serotonérgicos (como el 5-HT7) aumentando el AMPc. Cuando continua
estimulandose el receptor y aumentando el AMPc, este activa la PKA, translocandose
al ndcleo y promoviendo factores de trascripcion tempranos como el CREB,
induciendo la sintesis de nuevas proteinas.
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1.3 CONSOLIDACION DE LA MEMORIA Y LA SINTESIS DE PROTEINAS

La consolidacion es el proceso por el cual una memoria inestable y fragil
(MCP), pasa a una relativamente permanente (MLP) (Eichenbaum, 2003;
McGaugh, 2000). La evidencia experimental al respecto es abundante y
sugiere que la consolidacion de la memoria es dependiente del tiempo
(McGaugh, 1966), es progresiva y puede durar de minutos a horas (Dudali,
2004), y es dependiente de la sintesis de proteinas de novo (Flexner, Flexner
& Stellar, 1963; Agranoff, Davis & Brink, 1965; Davis & Squire, 1984).

En 1900 Mduller y Pilzecker publican una extensa monografia de una
serie de experimentos con humanos, y tienen el merito de ser los primeros en
mencionar el termino consolidacion este contexto (Lechner, Squire & Byrne,
1999), y su principal conclusion fue que el establecimiento de la memoria es un
proceso que requiere del paso del tiempo, y que la memoria es muy fragil
durante su formacion (Prado-Alcala, et al.,, 2007). Posteriormente, una
explicacion de como se lleva a cabo la consolidacion supone que es un largo
proceso de organizacion entre eventos fisicos (neurofisiolégicos) y los eventos
psicoldgicos en la representacion y asociacion de los estimulos (Burham, 1903
citado por Eichenbaum, 2003), por lo tanto la amnesia retrograda es
consecuencia de un procesamiento organizacional interrumpido, que se lleva

acabo a poco tiempo después del aprendizaje.

Por otra parte, la primera explicacion fisioldgica sobre la consolidacion,
fue la teoria del trazo dual por Hebb (1949), quien planted que la memoria en
un primer estadio, es un ensamble de neuronas en reverberacion cuyo estado
es labil, y la memoria se estabiliza gracias a cambios celulares en el ensamble
dando lugar a la memoria de largo plazo. Sin embargo, esta propuesta que ha
orientado la investigacion de los eventos intercelulares que ocurren durante la
formacion de la memoria, tuvo un antecedente ya que, Bain (1872) propuso
que “Por cada acto de memoria, cada ejecucion de aptitud corporal, cada
habito, recuerdo o tren de ideas, existe un agrupamiento o coordinacion de
sensaciones y movimientos especificos, debidos a crecimientos especificos en

las uniones celulares (p. 91). Unos afios después el psicologo James (1890)
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escribié que “Cuando dos procesos cerebrales elementales han estado activos
simultdneamente o en sucesion inmediata, uno de ellos, al repetirse, tiende a
propagar su excitacion al otro”. Por su parte, 10 afios mas tarde, el genio
espafol Don Santiago Ramoén y Cajal (1899), refiriendose a la actividad
cognitiva en términos de “gimnasia cerebral’ indicO que ésta conduciria con
toda probabilidad a modificar el «aparato dendritico» y las «colaterales del
axon» de las areas del cerebro mas relacionadas con el ejercicio mental; las
asociaciones entre conjuntos de neuronas serian reforzadas con el
aprendizaje; y el aprendizaje se expresaria en forma de cambios anatémicos a
nivel de las neuronas. Con respecto al mecanismo de reverberacion, como
sustrato fisiologico de la memoria de corto plazo, ya en 1934 y 1938, Lorente
de NO, discipulo de Ramén y Cajal, describié las cadenas cerradas de
neuronas internunciales (interneuronas), que son la base de los circuitos

reverberantes.

En resumen, con la evidencia presentada por Muller y Pilzecker en 1900,
y las propuestas de Bain (1872), James (1890), Cajal (1899), Lorente de NO
(1938), y del mismo Hebb (1949), fueron los antecedentes para que en 1949
Duncan reportara que la administracion de un choque eléctrico convulsivo,
interfiere con la consolidacion de la memoria, provocando una amnesia
retrograda. Con este reporte se dio inicio a la experimentacion de
procedimientos que evaluaron el efecto amnésico de algunos tratamientos,
tales como la administracion de drogas, la lesion neurotoxica de alguna
estructura cerebral en particular o la administracion de choques
eléctroconvulsivos que desorganizan la actividad cerebral (mencionado en:
Prado-Alcala, Quiroz, Garin, Diaz-Truijillo, Diaz del Guante, Galindo, Martinez &
Quirarte, 2004). De tal forma, se puede inducir una amnesia anterograda
cuando se administra el tratamiento amnésico antes del entrenamiento que
interfiera con la adquisicion, provocando una incapacidad de formar nuevos
recuerdos, pero se conservan los antiguos recuerdos. Por otra parte, se
produce una amnesia retrégrada cuando es administrado el tratamiento
inmediatamente después del entrenamiento y se interfiere en la consolidacion
de la memoria (Sandi, 2001).
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Eichembaum (2003) considera que se ha entendido la consolidacion
bajo dos concepciones que difieren tanto en los mecanismos supuestos que
median la consolidacion, como en la escala temporal de los sucesos
pertinentes. Esta diferencia ha dado origen a la idea que supone una fijacion en
la memoria en la sinapsis durante un periodo de minutos a horas, y otra que
supone una reorganizacion de memorias que se produce durante un espacio
que va de semanas a afos. En el primer enfoque se considera a la
consolidacion de la memoria como un fendmeno que desencadena una
cascada de eventos moleculares mediante los cuales ciertas modificaciones
sinapticas a corto plazo causan cambios permanentes en la conectividad de
neuronas. Se supone que estos eventos son la base que permite la transicion
de una memoria de corto plazo a una de largo plazo, en una escala temporal
de segundos a minutos (Eichembaum, 2003). Por lo tanto, la consolidacion de
la memoria conlleva cambios constantes en el sistema nervioso, y es posible
que cualquiera que fuesen los cambios a nivel estructural o funcional en las
conexiones sinapticas, estos serian producidos por un incremento en la

produccion de proteinas (Thompson, 1977).

A este respecto, haciendo un breve recuento historico encontramos que
fueron Katz y Halstead (1950) quienes propusieron que la base molecular del
almacenamiento de la memoria se encontraba por las proteinas neuronales;
bajo esta premisa Hydén, en 1959, estudi6 la cantidad de acidos nucleicos y
proteinas formadas en una situacion de aprendizaje, siendo el pionero en este
campo encontré que el acido ribonucleico (ARN) se modifica en condiciones de

aprendizaje (mencionado en: Chapoutheir, 1983).

Tiempo después, con el descubrimiento de los antibidticos que inhiben la
sintesis de proteinas, se pudo comprobar que cuando se administra un ISPs
como la puromicina, inmediatamente después del entrenamiento, se interfiere
con la consolidacion de la memoria (Flexner et al., 1963). Este efecto se ha
corroborado a lo largo de los afios en diferentes especies de animales
(Agranoff, et al., 1965; Flexner, et al., 1967) sometidos a diferentes tareas

(Davis & Squire, 1984). En resumen, se evidencio que la consolidacion de la

20



memoria depende la sintesis de proteinas, mientras la adquisicién y la MCP no

requiere de la sintesis de proteinas (Barondes & Cohen, 1967a).

Davis y Squire (1984) mencionan que en el estudio de la consolidacion
de la memoria de un aprendizaje en particular se deben tener en cuenta la
estrategia experimental, la prueba conductual (que tipo de aprendizaje se trata
y que tipo de memoria), el modelo animal que se emplee (roedor, primate, etc.),
conocer la farmacologia de la droga (farmacocinética, vida media, via de
administracion) que se esté estudiando, ademas de tener en cuenta los
cambios que pueda acarrear (efectos secundarios de la droga en la conducta

del sujeto).

Ademas, se ha reportado que el nivel de inhibicion de proteinas que
alcanza un ISPs, depende de la via de administracion, de la dosis, y del tiempo
(Davis & Squire, 1984; Meiri, et al., 1997; Wanisch & Wotjak, 2008). En la tabla
1 se resumen los ISPs que mas se han reportado, como en las tareas que se

han probado, ademas de los estudios clasicos en cada caso.

En el caso particular de la anisomicina, que es el inhibidor de sintesis de
proteinas que emplearemos en la presente tesis, esta se une a la subunidad
60S del ribosoma e impide la unidn peptidica y consecuentemente la

elongacion de la cadena polipeptidica e inhibe a la peptidil transferasa.
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Dactinomicina

Acetilcicloheximida

Trascripcion

de ADN a
ARN

Bloquea la
elongacion de
la ARN
polimerasa

LY, EP

Traduccion inhibe la LY, EA
(ribosomal) peptidil
transferasa en
el ribosoma

Barondes et al.,
1964; Cohen et
al., 1966;

Flexner et al.,

1967; Serota,
1971; Flood et
al., 1975;

Barondes et al.,
1967b;

Ciclohexamida

Traduccion inhibe la EP
(ribosomal) peptidil
transferasa en
el ribosoma

Flood et al.,
1972b; Rainbow
et al, 1980;
Flood et al.,
1980;
Kameyana, et
al., 1986;

Tabla 1. Se resumen los principales ISPs que mas se han empleado en la
investigacion acerca de la consolidacién de la memoria, el nivel donde actlan, asi
como las tareas que comuinmente se utilizan para probar sus efectos. LY, laberinto en
Y; LCA, laberinto de campo abierto; EP, evitacién pasiva; EA, evitacion activa; CAS,
condicionamiento aversivo a los sabores; RO, reconocimiento de objetos; CM,
condicionamiento al miedo; LAM, laberinto acuatico de Morris.
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La hipotesis de que la consolidacion requiere de la sintesis de proteinas
ha sido consistente con la evidencia experimental, ya que como se menciond
anteriormente, la estrategia experimental ha sido la administracion local o
sistémica de ISPs, tanto en invertebrados como en vertebrados en distintas
pruebas conductuales, y su efecto ha sido ampliamente aceptado, ya que
inducen amnesia y por lo tanto interfiere con la consolidacion de la memoria.
Esta estrategia experimental ha sido muy atractiva, ya que supone la
interferencia de los eventos moleculares, que pudiesen suscitarse en la
transicion de una memoria de corto plazo a una memoria de largo plazo. Sin
embargo, recientemente esta hipotesis se ha puesto en duda por Canal, Chang
& Gold (2007), ya que la administracion de ANI en la amigdala induce un efecto
amneésico en la tarea de El, que gran parte de la literatura ha reportado, pero al
realizar la cuantificacion de monoaminas (por microdialisis) en el sitio de la
microinyeccion, se observo un incremento de estos neurotransmisores como
efecto secundario de la administracion de la ANI. Por lo tanto lo discusion es si
la amnesia se debio a la ISPs o a la liberacion excesiva de estos
neurotransmisores (figura 3); los autores concluyen que es mas probable que la
amnesia es causa del efecto secundario de la ANI que a la ISPs. Este reporte,
lanz6 la pregunta de si realmente es vigente la hipoétesis clasica de la
consolidacion o requiere una revision en cuanto si es dependiente o no de la
sintesis de proteinas. Ya antes, Routtenberg & Rekart (2005) propusieron que
las modificaciones post-traduccional de proteinas que ya se encuentran en las

sinapsis es el mecanismo de la MLP.

Recientemente, se reporto que la administracion sistémica de otro ISPs,
la cicloheximida, produce un deterioro significativo en la consolidacion de una
tarea de evitacion pasiva en ratas entrenadas en condiciones habituales de
estimulaciéon aversiva, pero cuando los sujetos son sometidos a un
sobrerreforzamiento en esa tarea, el ISPs es totalmente incapaz de interferir

con la consolidacion (Diaz-Truijillo, et al., 2009).
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Figura 3. Se muestran la cuantificacion por HPLC de los neurotransmisores:
Noradrenalina (NA), Dopamina (DA) y serotonina (5-HT) en la amigdala basolateral
(BLA). En cada grafica se presentan las muestras cuantificadas del neurotransmisor,
cada muestra se tomo cada 15 minutos (linea base: B1, B2, B3; pos-inyeccién: P1, P2,
P3, P4, P5, P6); ademas, el momento en que se inyecto ANl o VEH (Inj) en la BLA.
Las graficas de la columna izquierda se presentan las variaciones en la concentracion
de los neurotransmisores por la administracion de ANI o VEH en la BLA, y la columna
de la derecha es el aumento de la grafica de la izquierda para mostrar como se
generaron cambios en la concentracién de los neurotransmisores por la administracion
de ANI. Imagen tomada de Canal, Chang & Gold (2007).
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1.4 HIPOCAMPO Y LA CONSOLIDACION DE LA MEMORIA

El hipocampo es una estructura subcortical localizada dentro del anillo de
arquicorteza que rodea al sistema ventricular y que se conoce como corteza
limbica. Dentro del hipocampo se distinguen tres regiones bien diferenciadas:
el cuerno de Ammon (CA) que incluye los campos CAl, CA2 y CA3, formados
por una hilera continua de neuronas piramidales; el giro dentado, formado por
una hilera de neuronas granulares y la regién hilar formada por células
poliformas, todas de naturaleza glutamatérgica (Amaral, Scharfman &
Lavenex, 2007). En todas las regiones del CA se encuentran interneuronas
inhibidoras de naturaleza GABAérgica principalmente. La arquitectura basica
de los subcampos hipocampales es muy similar, todos consisten de una capa
de neuronas cuyas dendritas apicales se extienden a una zona de pocas
células: el estrato radiado y el lagunoso-molecular en el CA, y el estrato
molecular en el giro dentado (Gutiérrez Guzman, Gonzalez Burgos, Guevara
Pérez & Olvera Cortés, 2007). Ademas, el hipocampo recibe informacion

fundamentalmente por dos vias diferentes:

 La primera es desde la corteza entorrinal (CE), por medio de la via
perforante, una proyeccion glutamatérgica que se distribuye
mayoritariamente por el GD, pero que alcanza también al CA. Esta
proyeccion corticohipocampal provee al hipocampo de informacion
sensorial supramodal procedente de todas las areas corticales de

asociacion sensorial.

» La segunda entrada importante al hipocampo es el sistema de la fimbria-
fornix (FF), que provee al GD y al CA de inervacibn aminérgica y
colinérgica procedente del septo y los nucleos de la formacién reticular del
tronco encefalico (Almaguer-Melian, Vallejo, Ramirez, Capdevila, Rosillo-
Marti & Bergado-Rosado, 2003).
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Figura 4. Corte coronal, donde se muestra el hipocampo, el cuerno de Ammén (CAL,
CA3) y el giro dentado (DG). Modificado de Amaral, Scharfman, Lavenex (2007).

Existe evidencia experimental tanto en la investigacion basica en
animales como en la investigacion clinica con humanos, de que el hipocampo
participa en la consolidacion de la memoria. Fue el reporte clinico del paciente
H. M. el que sefald el papel del hipocampo en la memoria; dicho paciente fue
intervenido quirdrgicamente con el objeto de aliviar sus convulsiones
epilépticas. Con la cirugia practicada a este individuo de 29 afios de edad, que
consistidé en la remocion de la parte inferior y lateral del I6bulo temporal, se
logro controlar la epilepsia; sin embargo presentd una gran incapacidad para
recordar nueva informacion (amnesia anterograda), aunque recordaba la
informacion previa a la cirugia (Scoville & Milner, 1957). Estudios posteriores
hechos al paciente H.M. demostraron que su memoria de procedimiento no
estaba dafiada, ya que lograba recordar tareas de tipo motor, como marcar el
contorno de una estrella a través del reflejo de un espejo, después de un buen
numero de ensayos. Sin embargo su memoria declarativa estaba francamente
dafiada, por lo que H.M. era incapaz de recordar informacion de tipo consiente
(explicita) que previamente se le habia presentado, y se relaciond esta
deficiencia con el hipocampo, ya que fue una de las estructuras que se le
habian removido (Kandel, 2002).
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Pero fue en la investigacion basica con modelos animales que se pudo
experimentar con lesiones o manipulaciones farmacoldgicas, para conocer que
estructuras cerebrales estan participando en la memoria. En un inicio una
estrategia experimental, fue la lesion de zonas cerebrales para determinar su
participacion en el aprendizaje y la memoria, a este momento se le conoci6
como la busqueda del engrama y su mayor representante fue Karl Lashley
(Garrett, 1975). De estos estudios al dia de hoy se conoce que el hipocampo es
necesario para la adquisicion de tareas de orientacion espacial (Ramos, 2002),
como es El, que requiere tanto de una memoria de procedimiento (Malin &
McGaugh, 2006), como de una memoria espacial (Santin, Rubio, Begega,
Miranda & Arias, 2000).

Existe evidencia experimental que el hipocampo participa en tareas de
memoria espacial, como es el caso del laberinto acuatico y del laberinto radial,
ya que se requiere de la participacion del hipocampo para la navegacion por
medio de sefiales ambientales (D’'Hooge & De Deyn, 2001; Hannessson,
Mohapel & Corcoran, 2001). Ademas, el hipocampo presenta una
diferenciacion funcional en su parte dorsal con respecto a la ventral (Moser &
Moser, 1998), ya que al lesionar el hipocampo dorsal y el ventral con acido
kainico se observa una mayor interferencia en la memoria de largo plazo de la
tarea de El cuando se lesiona la porcion ventral (Martinez, et al., 2002). Por
otra parte, al administrar un ISPs, como ANI en el hipocampo dorsal, se
interfiere con la consolidacion de la memoria en la tarea del laberinto acuatico
(Naghdi, Majlessi & Bozorgmehr, 2003).
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1.5 EL SOBRERREFORZAMIENTO ANTE TRATAMIENTOS AMNESICOS

En la blusqueda de estructuras cerebrales y de sistemas de neurotransmision
que pudieran estar participando en el aprendizaje y la memoria, uno de los
procedimiento conductuales mas empleados es el de la evitacion inhibitoria, el
cual consiste en entrenar a los sujetos a evitar la presentacion de un estimulo
aversivo por medio de la inhibicion de una respuesta de tipo motor. Se ha
empleado este procedimiento para evaluar los efectos de distintas drogas tanto
en la adquisicion como en la consolidacion de la memoria. Los efectos de las
drogas pueden ser dependientes de la intensidad del choque y de otros
parametros de la estimulacion eléctrica (voltaje y duracion), ya que causan
distintos efectos (Cruz-Morales & Prado-Alcala, 2002), es decir el efecto
amneésico de alguna droga (por ejemplo algun anticolinérgico como la
escopolamina), se observa con choques de baja intensidad, pero cuando se
incrementa (sobrerrefrozamiento) ya no se presenta el efecto amnésico del
tratamiento (Cruz-Morales, Duran-Arévalo, Diaz del Guante, Quirarte, & Prado-
Alcala, 1992; Cruz-Morales, Reyes-Cervantes, Gomez-Romero, LoOpez &
Secundino, 1999; Quirarte, Cruz-Morales, Diaz del Guante & Prado-Alcala,
1993).

Por ejemplo, al inactivar alguna estructura en particular, como el
hipocampo dorsal, por medio de tetrodotoxina (TTX) una neurotoxina que
bloquea canales de sodio y su efecto es reversible, se observé un cuadro
amneésico en la tarea de El cuando se entrend con un choque bajo (0.8 mA),
pero al incrementar la intensidad de choque (1.0 mA) el efecto amnésico ya no
se presentd (Quiroz, et al., 2003). Por otra parte, como se menciono
anteriormente, la extensa evidencia experimental indica que la consolidacion de
la memoria requiere de la sintesis de proteinas de novo, para que la
informacion acceda a la MLP (Davis & Squire, 1984). Sin embargo, hasta hace
poco tiempo no se habia estudiado el efecto del sobrerreforzamiento ante
tratamientos que inducen amnesia en EI como son ISPs. Recientemente, Diaz-
Trujillo et al.,, (2009), reportaron que la administracion sistémica de

cicloheximida (CXM) un ISPs, antes o0 inmediatamente después del
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entrenamiento de El, bajo diferentes intensidades choque (0.6, 0.8, 1.0, 2.0, 2.4
y 3.2 mA) produjo efecto amnésico cuando se entrend con intensidades
relativamente bajas (0.6, 0.8 y 1.0 mA), sin embargo cuando se incremento la
intensidad del (2.0, 2.4 y 3.2 mA) no se presento dicho efecto amnésico. Por lo
tanto, se observd un efecto protector del sobrerreforzamiento ante este
tratamiento (figuras 5 y 6). Ademas, reportan que cuando se hace la misma
maniobra experimental y se prueba la MCP no se observa el efecto amnésico
de la CXM cuando se entrena con intensidades bajas de choque, ya que los
ISPs no interfieren con la MCP, dado que no depende la sintesis de proteinas;
también encontraron que el efecto de la CXM no se debe a un efecto por
dependencia de estado, ya que al administrarla tanto antes del entrenamiento

como de la prueba, se presenta la amnesia (figura 7).

Figura 5. Latencias de retencion de El. Estan graficadas las latencias de retencion y
las intensidades de choque (0.6, 0.8, 1.0 y 2.0 mA), de los grupos que se les
administré inmediatamente después del entrenamiento la cicloheximida (CXM); y sus
respectivos controles que recibieron el vehiculo (VEH) (tomada de Diaz-Trujillo et al.,
2009).
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Figura 6. Latencias de retencion de El. Estan graficadas las latencias de retencién y
las intensidades de choque (0.8, 2.4 y 3.2 mA), de los grupos que se les administré 30
minutos antes del entrenamiento la cicloheximida (CXM); y sus respectivos controles
gue recibieron el vehiculo (VEH) (tomada de Diaz-Trujillo et al., 2009).

Figura 7. Latencias de retencién de El. Estan graficadas las latencias de retencion, la
intensidad de choque fue de 0.8 mA para todos los grupos. Se muestran los grupos de
dependencia de estado (S-DEP); los grupos con MCP (STM), y los grupos que no
recibieron el choque (NO-FS) en el entrenamiento de El (tomada de Diaz-Truijillo et al.,
2009).
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Por otra parte, Marin, et al., (2008) administraron CXM de forma
sistémica antes del entrenamiento de la tarea de Evitacion Activa (EA), la cual
consiste en entrenar a los sujetos a evitar un choque eléctrico al activar su
conducta motora. Se emplea una camara compuesta de dos compartimientos
comunicados entre si por una compuerta, el sujeto debe de pasar de un
compartimiento a otro para evitar un choque eléctrico, y se toma como acierto
cuando pasa el sujeto al otro compartimiento antes que se de el choque
eléctrico y error cuando recibe el choque y escapa al otro compartimiento. Por
lo tanto, un mayor numero de aciertos indica que el sujeto aprendio a evitar el
choque eléctrico antes de que este se presente, y un menor nimero de aciertos
se entiende como un sintoma amnésico. Encontraron que la CXM produjo el
efecto amnésico en esta tarea, cuando se les entren6 con bajas intensidades
de choque, pero al incrementar la intensidad de choque, ya no se observo el

efecto amnésico de la CXM (ver figura 8).
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Figura 8. Prueba de retenciéon de EA. Estan graficados el nUmero de aciertos y la
intensidad de choque de los grupos que recibieron cicloheximida como los que
recibieron el vehiculo. Tomado de Marin et al. (2008).
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Por tanto, los resultados reportados por Diaz-Trujillo et al. (2009) y por
Marin et al. (2008), demuestran que la CXM interfiere con la consolidacion de la
memoria ya sea en El o en EA, pero al aumentar la intensidad de choque dicho
efecto amnésico ya no se presenta. Es decir, inicialmente estos reportes son
consistentes con la literatura al respecto, ya que el efecto amnésico de este
tratamiento se encuentra cuando el nivel de choque con que se les entrené es
bajo, sin embargo al aumentar la intensidad de choque dicho efecto amnésico
ya no se presenta. Por tanto ya no son consistentes con la teoria de que la
consolidacion de la memoria depende de la sintesis de proteinas, ya que al
menos bajo estas condiciones estos reportes apoyan la hipotesis de Canal et
al. (2007) de que la consolidacién de la memoria no depende de la sintesis
proteinica. El principal resultado de estos reportes, es sefalar que el
sobrerreforzamiento protege a la memoria de tratamientos como son los ISPs,
si bien este efecto protector ya se habia documentado bajo otras maniobras
experimentales (Cruz-Morales et al., 1992; Quitarte et al., 1993; Prado-Alcala,
Salado-Castillo, Quiroz, Garin-Aguilar, Diaz, Rivas-Arancibia, & Quirarte, 2007).
Es de resaltar que dada la discusién actual que sefalan Canal et al. (2007), en
el sentido de que los efectos amnésicos de los ISPs se deben a los efectos
secundarios que acarrean, en la situacion de aprendizaje incrementado adn

estos efectos secundarios no impiden la consolidacion.

En resumen, se ha demostrado que la consolidacion de la memoria
depende tanto de las condiciones organicas (un funcionamiento neuronal
normal) como de la experiencia, pero cuando se interfiere con el
funcionamiento neuronal (por alguna lesion o por una manipulacion
farmacoldgica en determinada estructura cerebral) antes o inmediatamente
después de la adquisicion de la tarea, se interfiere con la consolidacion de la
memoria, presentandose un cuadro amnésico. Sin embargo, cuando se
incrementa el aprendizaje por un mayor numero de sesiones de entrenamiento
(sobreentrenamiento) o por una mayor magnitud del reforzamiento
(sobrerreforzamiento), dicha interferencia en la consolidaciéon no se presenta,
por lo que hay un efecto protector del aprendizaje incrementado ante

tratamientos amnésicos. Es decir, si el sujeto es sometido a una experiencia
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incrementada de aprendizaje, probablemente las estructuras cerebrales
implicadas en el proceso de consolidacion sufren un arreglo funcional, pasando
de una conexion serial a una en paralelo con otras estructuras (Prado-Alcald,
1995; Prado-Alcala, Cruz-Morales, Garcia, Quirarte, Roldan-Roldan, & Solana-
Figueroa, 1998).
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2. ANTECEDENTES

El hipocampo, la amigdala y el estriado son las estructuras cerebrales que se
han relacionado con la consolidacion de la memoria, ya que se cuenta con la
evidencia experimental, de que la microinyeccion de una gran variedad de
drogas que interfieren con la funcidn sinaptica, producen deficiencias en la
consolidacion de la memoria (Prado-Alcala, Quiroz, Garin, Diaz-Truijillo, Diaz
del Guante, Galindo, Martinez & Quirarte, 2004).

En la década de 1950 se publicaron los primeros estudios que describen
los efectos que produce la administracion de inhibidores de la sintesis de
proteinas (Sutton & Schuman, 2006). Flexner, Flexner & Stellar (1963)
publicaron el primer estudio de los efectos de la puromicina inyectada en el
I6bulo temporal, que bloqued la MLP de un laberinto en forma de Y, y se ha
indicado reiteradamente que la consolidacion requiere la sintesis de nuevas
proteinas (Rudy, Biedenkapp, Moineau & Bolding, 2007), ya que la
microinyeccion intracerebral de inhibidores de la sintesis de proteinas después
del entrenamiento bloquean la consolidacion (McGaugh, 2000); el
procedimiento de evitacion inhibitoria (El), ha sido ampliamente empleado para
estudiar el efecto de de estos tratamientos sobre la consolidacion (Flood,

Bennett, Orme & Rosenzweing, 1975).

La evitacion inhibitoria consiste en entrenar a los sujetos a evitar la
presentacion de un estimulo aversivo por medio de la inhibicion de una
respuesta de tipo motor; es un procedimiento muy util, ya que se adquiere
rapidamente (habitualmente en un solo ensayo), la memoria es estable una vez
que se adquirid, y su ejecucion en la prueba indica si el sujeto aprendié o no.
Las latencias de respuesta largas son interpretadas como una buena retencion,
y latencias de respuesta cortas indican una mala retencion (amnesia) (Gold,
1986). Los efectos de los tratamientos pueden ser dependientes de los
parametros del choque que se administre (la intensidad, el voltaje y la
duracion) (Cruz-Morales & Prado-Alcala, 2002).
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El hipocampo es una estructura cuya participacion en la consolidacion
de la memoria se conoce ampliamente (Eichenbaum, 2003). Cuando se ha
administrado anisomicina en el hipocampo dorsal, se han variado tanto las
dosis empleada como el momento de administracion (antes o después del
entrenamiento). Se conoce que la microinyeccion de anisomicina en el
hipocampo dorsal 15 minutos antes del entrenamiento de evitacion inhibitoria,
bloquea la consolidacion (Vianna, Szapiro, McGaugh, Medina & lzquierdo,
2001), como la administracion inmediatamente después del entrenamiento

(Cammarota, Bevilaqua, Medina & Izquierdo, 2007).

Por otro lado, existen reportes de que el sobrerreforzamiento en la tarea
evitacion inhibitoria, protege la memoria de los efectos amnésicos que
comunmente se observan después de la aplicacion sistémica de escoploamina
(Cruz-Morales, Duran-Arevalo, Diaz Del Guante, Quirarte, & Prado-Alcala,
1992; Duran-Arévalo, Cruz-Morales, & Prado-Alcala, 1990) o p-cloroanfetamina
(Solana-Figueroa, Salado-Castillo, Quirarte, Galindo, & Prado-Alcala, 2002).
Ademas, se ha reportado que el sobrerreforzamiento en esta tarea, protege la
memoria de tratamientos que usualmente son amnésicos cuando son
administrados en el hipocampo (Quiroz et al., 2003), sustancia nigra (Cobos-
Zapiain et al., 1996) y estriado (Diaz del Guante, Rivas-Arancibia, Quirarte, &
Prado-Alcala, 1990; Giordano & Prado-Alcala, 1986; Pérez-Ruiz & Prado-
Alcala, 1989; Prado-Alcala, Kaufmann, & Moscona, 1980). Hasta ahora,
solamente se ha investigado el efecto de la administracion sistémica de un
inhibidor de la sintesis de proteinas sobre la consolidacion de la memoria en
animales que fueron sometidos a un sobrerreforzamiento en evitacion
inhibitoria y en evitacion activa. El propdésito de este proyecto es explorar, por
primera vez, los efectos de la administracion de un inhibidor de la sintesis de
proteinas en el hipocampo dorsal, sobre la consolidacion de la memoria,

cuando se da un sobrerreforzamiento en la tarea de evitacion inhibitoria.
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3. HIPOTESIS

» La consolidacion de la memoria no sera bloqueada por la administracion
de anisomicina en el hipocampo dorsal, si el aprendizaje es mediado por

un sobrerreforzamiento en la tarea de evitacion inhibitoria.

4. OBJETIVOS

General
» Determinar si el sobrerreforzamiento protege a la consolidacion de la

memoria del efecto amnésico de un inhibidor de sintesis de proteinas.

Particular
» Estudiar los efectos de la microinyeccion de diferentes dosis de
anisomicina en el hipocampo dorsal sobre la consolidacion de la
memoria en la prueba de evitacion inhibitoria entrenada con estimulos

aversivos de intensidad relativamente baja.

» Estudiar los efectos de la microinyeccion de anisomicina en el
hipocampo dorsal sobre la consolidacion de la memoria de la prueba de

evitacion inhibitoria mediado por niveles altos y bajos de reforzamiento.
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5. METODOLOGIA

5.1 Sujetos. Se emplearon ratas machos Wistar obtenidas del bioterio del
Instituto de Neurobiologia. Al inicio de los todos los experimentos los sujetos
pesaron entre 250 y 300 g. y se alojaron en cajas individuales con libre acceso
a comida y agua, con un ciclo luz-oscuridad de 12 horas iniciandose a las 8
a.m. en el bioterio del laboratorio, manteniéndolas en estas condiciones
durante todo el experimento y desde una semana previa al mismo. El protocolo
disefiado para el presente estudio se realizO conforme a las normas
internacionales para el manejo y uso de animales de experimentacion
establecidas por la National Institutes of Health (NIH) y la National Academy of
Science (2003; www.nih.gov) y fue aprobado por el Comité de Bioética del

Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México.

5.2 Cirugia estereotaxica. Los sujetos fueron anestesiados con pentobarbital
sédico (50 mg/kg), combinado con atropina (0.4 mg/kg) administrados
intraperitonealmente. Se colocaron en un aparato estereotaxico y se realizo
una incision en la piel del craneo, el cual se descubrié y se tomo la lectura de
las coordenadas para la region dorsal del hipocampo (AP= -4.0, ML= + -2.7,
DV= -2.7 mm) de acuerdo al atlas de Paxinos & Watson (1998). Se hizo un
trépano en el craneo y se implantaron las canulas bilateralmente, que fueron
fabricadas con agujas de acero inoxidable (calibre 23, de 10 mm de longitud)
(Fig. 9). Las canulas fueron ancladas al hueso con la ayuda de un tornillo y con
cemento dental. Terminada la cirugia transcurrieron cinco dias de reposo pos-
operatorio, y una vez que trascurridos se iniciaron los procedimientos

conductuales.

Figura 9. Fotografia de un sujeto del presente estudio durante la cirugia esterotaxica.
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5.3 Microinyeccion de Anisomicina. La administracion de anisomicina se
realiz6 con una bomba de perfusion lenta (World Precision Instruments Inc.,
modelo sp200i, E.U.A.), acoplada a una microjeringa Hamilton de 10 pl,
conectada a través de un tubo de polietileno calibre PE-20 a un inyector de 14
mm de longitud, fabricado con un tubo de aguja hipodérmica de acero
inoxidable del nimero 30 (Fig. 10). La infusion de 0.5 ul se realizé durante un
minuto y se dejé el microinyector dentro de la canula durante un minuto
adicional para permitir una mejor difusion. Las dosis de anisomicina que se
emplearon se definiran mas adelante; los grupos controles recibieron 0.5 ul del
vehiculo de la anisomicina (solucion salina). La anisomicina (ANI), actia a
nivel de traduccion bloqueando la peptidil tranferasa y en una administracion
local (intracerebral en el hipocampo) alcanza su grado maximo de inhibicion
(entre un 90-95 %) alrededor de los 15 minutos después de la inyeccion (Meiri,
et al, 1997; Canal & Gold, 2007).

Figura 10. Bomba de perfusion lenta.

5.4 Aparatos. La camara de evitacion inhibitoria (El), esta compuesta por dos
compartimientos del mismo tamafio (30x30x30 cm cada uno) separados por
una puerta tipo guillotina. Un compartimiento “de seguridad” iluminado por un
foco de 10 watts colocado en la tapadera del compartimiento y con una rejilla
en el piso. El otro compartimiento “de castigo”, es relativamente oscuro y sus
paredes laterales de acero inoxidable tienen forma de V, las cuales llegan al

piso del compartimiento, estando separadas en este lugar por una distancia de
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1.5 cm (justo a la mitad del compartimiento). Estas laminas pueden ser
electrificadas por un estimulador de pulsos cuadrados (Grass Instruments Co.,
modelo S48G). La duracion de la aplicacion de los estimulos, las latencias de
entrada y de retencién fueron medidas automaticamente con ayuda de una
computadora la cual permite la presentacion de estimulos y el registro de las
latencias de adquisicion, escape y retencion, que se definen mas adelante. La
camara de evitacion inhibitoria esta ubicada en un cuarto sonoamortiguado
(Fig. 11).

Figura 11. Camara de evitacion inhibitoria.

5.5 PROCEDIMIENTOS

Manipulacion. Se realizo por tres dias una vez transcurrido el post-operatorio,
y consistio en manipular a los animales por parte del experimentador durante 3
minutos cada dia, usando una toalla, sobre la que se colocaba al animal
mientras el experimentador revisaba las canulas, y habituaba al animal al
manejo del experimentador. El Gltimo dia de manipulacion se introdujo en la

canula un falso inyector para verificar que no estuvieran tapadas.

Evitacion inhibitoria (El). Entrenamiento. Cada rata se colocdé en el
compartimiento de seguridad, y 10 s después la compuerta se abrid y se
registro el tiempo que tarda en pasar al compartimiento de castigo (latencia de

entrada); una vez que el animal hubo pasado se cerrd la compuerta y se
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administré un choque eléctrico (las intensidades se especificaran en la
descripcion de cada experimento). Transcurridos 5 s de choque eléctrico, la
puerta se abrid y, se registro el tiempo que tardd en salir del compartimiento de
castigo al de seguridad (latencia de escape). Los sujetos permanecieron ahi

por 30 sy después se les regreso a su caja-habitacion.

Prueba de retenciéon. Dependiendo del experimento en particular, la medicion
de la retencion se realizd a los 30 minutos o a las 48 horas después del
entrenamiento, siguiéndose el mismo procedimiento de la sesion de
entrenamiento, excepto que no se administré el choque eléctrico. Se registro la
latencia de retencion, que es el tiempo que el animal tarda en pasar del
compartimiento de seguridad al de castigo. Si no cruzé en 600 segundos al
compartimiento de castigo, se dio por terminada la sesion y se le asignoé una

latencia de retenciéon de 600 segundos.

5.6 ANALISIS HISTOLOGICO

Al término de las pruebas conductuales, los sujetos fueron prefundidos, a
través del ventriculo izquierdo, con solucién salina isotonica seguida de
formaldehido al 10%; se extrajo el cerebro y posteriormente se realizaron
cortes coronales de 50 um de espesor que fueron tefidos con la técnica de
Nissl. Los cortes fueron inspeccionados con un microscopio para localizar el
lugar en el que estuvieron alojadas las puntas de los inyectores, y asi poder
determinar los sujetos que tuvieron las canulas en el hipocampo dorsal, y
descartar del experimento a los que las tuvieron fuera de esta estructura
(Figural?). El total de sujetos incluidos o descartados del presente estudio se

presentan en la tabla 2.
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Bregma -4.16 mm

Figure 34

Figura 12. Corte coronal del hipocampo dorsal. Del lado derecho se muestra el
esquema del atlas de Paxinos & Watson (1998), donde llego la punta del inyector
(flecha) y del lado izquierdo se muestra una fotografia de un corte coronal del
hipocampo dorsal de un sujeto del presente estudio.

EXPERIMENTOS
HISTOLOGIA 1 2 3 4 TOTAL
Sujetos Incluidos 47 69 18 17 151
Sujetos Descartados 13 18 3 2 36
TOTAL 60 87 21 19 187

Tabla 2. Resultados del analisis histolégico, se muestran el total de sujetos de cada
experimento que se incluyeron o se descartaron para el analisis estadistico. En la
columna de la derecha se muestra el total de sujetos incluidos (150) y descartados
(36) de los cuatro experimentos, como el total de sujetos empleados en todo el estudio
(186). En la fila inferior se muestra la sumatoria de los sujetos incluidos y descartados
del analisis estadistico, por cada experimento.

5.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para los experimentos 1 y 2, se analizaron en forma independiente las
latencias de entrada, escape y retencion de El con la prueba no parametrica de
Kruskal Wallis, y la prueba post-hoc U de Mann Whitney para determinar si
hubo diferencias significativas entre cada par de grupos.

Por otra parte, en los experimentos 3 y 4 se analizaron en forma
independiente las latencias de entrada, escape y retencion por medio de la
prueba no parametrica U de Mann Whithey.
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6. EXPERIMENTOS

6.1 EXPERIMENTO 1. CURVA DOSIS RESPUESTA

En este experimento se estudio el efecto amnésico de la ANI con diferentes
dosis empleando un disefio experimental de grupos independientes, como se
muestran en la tabla 2, para conocer qué dosis es la que tiene el efecto 6ptimo
para inducir amnesia cuando se administra en el hipocampo dorsal, ademas se
tuvo un grupo control (VEH) el cual se le administro el vehiculo de la ANI. La
intensidad de choque administrado fue de 0.8 mA en todos los grupos y la

prueba de retencion fue a las 48 horas después del entrenamiento.

Intensidad de Choque 0.8 mA
Dosis pg/ 0.5 pl) VEH | ANI 15.62 | ANI 31.25 | ANI 62.5 [ANI 93.7
(n=9) (n=10) (n=9) (n=10) (n=9)

Tabla 3. Disefio experimental de grupos independientes. VEH: grupo control, ANI:
grupos que se les administro anisomicina con diferentes dosis 15.62, 31.25, 62.5 y
93.7 (ug/0.5ul). La intensidad de choque en el entrenamiento de EIl para todos los
grupos fue de 0.8 mA Entre paréntesis se indica el nUmero de sujetos por grupo.

En la Figura 13, se muestra el desarrollo temporal de este experimento.
Inicié una vez que a los animales se les implanto las canulas en el hipocampo
dorsal, seguido de cinco dias pos-operatorios, se iniciaron las manipulaciones
de los animales por tres dias, al dia siguiente 15 minutos antes del
entrenamiento de El, se administro la ANI y la prueba se realiz6 a las 48 horas.

Terminado el experimento los animales fueron perfundidos.
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Figura 13. Desarrollo temporal del experimento 1. La flecha roja indica que la
administracion de ANI en el hipocampo dorsal fue 15 minutos antes del entrenamiento
de El, mientras las flechas negras indican el entrenamiento y la prueba de El.

6.2 RESULTADOS EXPERIMENTO 1

En el andlisis estadistico de las latencias de entrada (tiempo que tardaron los
animales en atravesar del compartimiento de seguridad al de castigo) no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos que recibirian los
diferentes tratamientos (Figura 14), asi como tampoco en las latencias de
escape (tiempo que tarda el sujeto en escapar del compartimiento de castigo

al de seguridad) (Figura 15).

En el andlisis estadistico de la latencia de retencion (tiempo que tarda el
sujeto en pasar del compartimiento de seguridad al de castigo en el dia de la
prueba), se encontraron diferencias significativas entre los grupos (H=12.41,
p<0.0061). Al compararse con el grupo control (vehiculo), se encontraron
diferencias significativas con las dosis de 62.5 ug/0.5 pl (U= 12, p<0.0015) y
de 93.7 pg/0.5pu | (U=22, p<0.0186), pero no se encontraron diferencias
significativas en las dosis de 15.62 pg/ 0.5 pyy de 31.25 ug/ 0.5 pl (ver Figura
16).
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Figura 14. Latencias de entrada (expresadas en medianas y rangos intercuartilares),
de los grupos a los que se les administro anisomicina en el hipocampo dorsal (cada
barra roja se indica la dosis administrada) y el grupo control (Veh).

Figura 15. Latencias de escape (expresadas en medianas y rangos intercuartilares),
de los grupos a los que se les administro anisomicina en el hipocampo dorsal (cada
barra roja se indica la dosis administrada) y el grupo control (Veh).
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Figura 16. Latencias de retencion (expresadas en medianas y rangos intercuartilares),
de los grupos a los que se les administro anisomicina en el hipocampo dorsal (cada
barra roja se indica la dosis administrada) y el grupo control (Veh). * Diferencia del
vehiculo p<0.05.

6.3 DISCUSION EXPERIMENTO 1

Los resultados obtenidos mostraron que la administracion del vehiculo o de las
diferentes dosis ANl en el hipocampo dorsal, no produjeron diferencias
significativas en el tiempo que tardaron en entrar al compartimiento de castigo
durante el entrenamiento, asi como tampoco en el tiempo que tardaron en
escapar del compartimiento de castigo al de seguridad. Estos datos indican que
al no haber diferencias en las latencias de entrada y de escape, todos los
grupos tuvieron la misma capacidad motora en la adquisicion de la tarea, asi
como la misma capacidad para responder al estimulo aversivo, es decir, sus
sistemas aferentes y eferentes involucrados en la respuesta de escape

funcionaban correctamente.

Por otra parte, los resultados de las latencias de retencién de El nos
indican que la administracion de ANI en el hipocampo dorsal con las dosis de
62. 5 ug/ 0.5 ply 93.7 ug/ 0.5 ul, produce el efecto amnésico que la literatura
ha reportado, sin embargo no se encontré dicho efecto con las dosis de 15.62

Mg/ 0.5 ul y de 31.25 pg/ 0.5 ul; por lo tanto la ANI tiene un efecto amnésico
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dosis-respuesta. Es importante sefialar que de las dos dosis que presentaron el
efecto amnésico, la dosis de 62.5 pg/ 0.5 ul ha sido reportada como amnésica
por otros laboratorios cuando es administrada en la amigdala (Canal & Gold,
2007), y por nuestro laboratorio al ser administrada en la corteza insular
(Huichin, 2007).

Como se menciono en la introduccién, se conoce que un ISPs como la
AN, interfiere con la consolidacion de la memoria cuando se administra antes
del entrenamiento (Davis & Squire,1984; Quevedo, 2007). Por tanto, estos
resultados son consientes con la literatura en cuanto que la administracion local
de ANI en el hipocampo tiene un efecto amnésico en El (Cammarotta, et al.,
2007; Canal & Gold, 2007; Quevedo, et al., 2007); sin embargo, recientemente
se a puesto en duda que la amnesia inducida por la ANI se deba a la inhibicién
de la sintesis de proteinas, y se propone que mas bien se debe a un posible
efecto secundario que tiene la administracion local de ANI, como es un
incremento en la liberacion de monoaminas (Canal et al., 2007). Al menos, bajo
las condiciones empleadas en este experimento se encontré que la ANI con
dosis administradas antes del entrenamiento, interfiere con la consolidacion de

la memoria de la tarea de El.

46



6.4 EXPERIMENTO 2. CURVA DE INTENSIDAD

Se decidié emplear la dosis de 62.5 ug/0.5 ul para inducir amnesia en la tarea
de El para éste y para los siguientes experimentos, ademas, existe evidencia
experimental que esta dosis administrada en la corteza insular (Huichin, 2007),
en la amigdala (Canal & Gold, 2007) y en el hipocampo (Quevedo, et al., 2007),
tiene efectos amnésicos en la tarea de EI. Por lo tanto, el objetivo de este
experimento fue determinar si el aprendizaje con sobrerreforzamiento protege a
la memoria contra el efecto amnésico de los ISPs. Para ello, se administro la
dosis de ANI de 62.5 ug/0.5ul, y se aplicaron tres intensidades de choque (0.8,
1.0 y 2.0 mA), adicionalmente se empleo una dosis mayor de ANI (100
pg/0.5ul) en condiciones altas de reforzamiento (2.0 mA). El disefio
experimental empleado fue de grupos independientes para cada intensidad de

choque, como se muestran en la tabla 3.

Intensidad de Choque 0.8 mA 1.0 mA 2.0 mA
ANI 62.5 ANI 62.5 ANI 62.5 (n=10)
(n=10) (n=10) *ANI 100 (n=10)

Dosis (ug/ 0.5 )

VEH (n=9) | VEH (n=10) VEH (n=10)

Tabla 4. Disefio experimental de grupos independientes. VEH: grupos control, ANI:
grupos con administracién de anisomicina en una dosis de 62.5 ug/0.5ul, *ANI: grupo
con administracién de anisomicina en una dosis de 100 ug/0.5ul. La intensidad de choque
en el entrenamiento de El, fue de 0.8, 1.0 y 2.0 mA. Entre paréntesis se indica el
namero de sujetos por grupo.

En la figura 17, se muestra como fue el desarrollo temporal de este
experimento; 15 minutos antes del entrenamiento se administro la ANI en el

hipocampo dorsal, y la prueba se realizo 48 horas mas tarde.
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Figura 17. Desarrollo temporal del experimento 2. La flecha roja indica que la
administracion de ANI en el hipocampo dorsal fue 15 minutos antes del entrenamiento
de El, mientras las flechas negras indican el entrenamiento y la prueba de El.

6.5 RESULTADOS EXPERIMENTO 2

El analisis estadistico de las latencias de entrada mostré que no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos (Figura 18). Igualmente, en las
latencias de escape no se encontraron diferencias significativas entre los

grupos (ver Figura 19).

En el andlisis estadistico de las latencias de retencion (tiempo que tarda
el sujeto en pasar del compartimiento de seguridad al de castigo en el dia de la
prueba), se encontraron diferencias significativas entre los grupos (H=12.71,
p<0.0017). Se encontraron diferencias significativas entre los grupos a los que
se les administr6 ANI con su grupo control (VEH), cuando se les entren6 con
las intensidades de 0.8 mA (U=15, p<0.0018) y 1.0 mA (U=21, p<0.0034). En
contraste, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos que se
les administro ANI con su grupo control (VEH) con la intensidad de choque de
2.0 mA. Ademas, se compararon los grupos que recibieron ANI en las distintas
intensidades, y no se encontraron diferencias significativas entre las
intensidades de 0.8 y 1.0 mA, pero si hay diferencias significativas entre la

intensidad de 2.0 mA con respecto a las demas intensidades (U=15, p<0.0017).
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Figura 18. Latencias de entrada (expresadas en medianas y rangos intercuartilares),
de los grupos que recibieron diferentes intensidades de choque (0.8, 1.0 y 2.0 mA) en
el entrenamiento de la tarea de El. Por cada intensidad de choque se tiene un grupo
que se le administro ANI en el hipocampo dorsal (62.5 ug/0.54l,), y un grupo control
(VEH). ANI* grupo que se le administro ANI con una dosis de 100 ug/0.5ul.

Figura 19. Latencias de escape (expresadas en medianas y rangos intercuartilares),
de los grupos que recibieron diferentes intensidades de choque (0.8, 1.0 y 2.0 mA) en
el entrenamiento de la tarea de El. Por cada intensidad de choque se tiene un grupo
que se le administro ANI en el hipocampo dorsal (62.5 ug/0.5ul,), y un grupo control
(VEH). ANI* grupo que se le administro ANI con una dosis de 100 ug/0.5ul.
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Figura 20. Latencias de retencion (expresadas en medianas y rangos intercuartilares),
de los grupos que recibieron diferentes intensidades de choque (0.8, 1.0 y 2.0 mA) en
el entrenamiento de la tarea de El. Por cada intensidad de choque se tiene un grupo
que se le administro ANI en el hipocampo dorsal (62.5 ug/0.54l,), y un grupo control
(VEH). ANI* grupo que se le administro ANI con una dosis de 100 ug/0.5ul.
*Diferencias significativas con respecto a su control (p < 0.005).

6.6 DISCUSION EXPERIMENTO 2

Los resultados de este experimento muestran que la administracion de ANI en
el hipocampo dorsal no tiene efectos en las latencias de entrada y de escape
en todas las intensidades de choque con que se entrend EIl, ya que no se

encontraron diferencias significativas entre los grupos.

Los resultados de la latencia de retencidon, muestran que la ANI en el
hipocampo dorsal interfiere con la consolidacion de la memoria de El cuando
se entrend con intensidades de choque de 0.8 y 1.0 mA, pero no cuando se
entrend con una intensidad de choque de 2.0 mA (Figura 20); es decir, se
observd el efecto protector del sobrerreforzamiento ante tratamientos
amneésicos como es la ANI, incluso en el grupo que recibié una dosis mayor de
ANI (100 pg/0.5ul). Estos resultados muestran que cuando se incrementa el
aprendizaje la ISPs ya no interfiere con la consolidacién, o bien ya no es
necesario el hipocampo dorsal para esta tarea y otra estructura entra en relevo.

Por tanto, estos resultados son consistentes con estudios previos del
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laboratorio, ya que la administracion sistémica de cicloheximida tiene un efecto
amneésico en El (Diaz-Trujillo et al., 2009) y en EA (Marin, et al., 2008), pero al
aumentar el aprendizaje (sobrerreforzamiento), la amnesia inducida por la
cicloheximida ya no se presenta. De tal forma, la ISPs ya sea local (en el
hipocampo dorsal) o sistémica deja tener el efecto amnésico cuando hay un

sobrerreforzamiento en esta tarea.

Como se mencion6 antes, se ha puesto en duda que la consolidacion
depende de la sintesis de proteinas, ya que Canal, et al., (2007) reportaron que
los efectos secundarios de la microinyeccién de ANI, son la causa del efecto

amnésico, por tanto este experimento apoya esta propuesta.

Nuestros resultados no solo apoyan la idea de que la sintesis de
proteinas no es necesaria para la consolidacion de la memoria, sino que en
condiciones de sobrerreforzamiento, la amnesia no se presenta, a pesar de los
efectos inespecificos del ISPs (liberacion masiva de neurotransmisores). Por lo
tanto, el principal resultado de este experimento es, que cuando se incrementa
la calidad del aprendizaje (sobrerreforzamiento) se presenta un efecto protector

ante los efectos de la ANI.

51



6.7 EXPERIMENTO 3. MEMORIAS DE CORTO Y LARGO PLAZO

El propésito de este experimento fue estudiar si la administracion de ANI en el
hipocampo dorsal interfiere con la memoria de corto plazo (MCP) de la tarea de
El o dnicamente interfiere con la memoria de largo plazo (MLP). Se emplearon
dos grupos (ver tabla 4), un grupo de sujetos con administracion de ANI (62.5
pg/0.5ul) y un grupo control (VEH), 15 minutos antes del entrenamiento de la
tarea de EIl (intensidad de choque fue de 0.8 mA). La prueba de MCP se
realizo a los 30 minutos (MCP) y la prueba de MLP se realizo a las 48 horas.

En la figura 21 se muestra el desarrollo del experimento.

Intensidad de Choque 0.8 mA

Dosis (ug/ 0.5 pl) VEH ANI 62.5
(n=9) (n=9)

Tabla 5. Disefio experimental de grupos independientes. VEH: grupo control, ANI:
grupo con administracién de anisomicina (62.5 pg/0.5ul). La intensidad de choque en
el entrenamiento de El para ambos grupo fue de 0.8 mA. Entre paréntesis se indica el
namero de sujetos por grupo.

Prueba Prueba
MCP (30 min) MLP (48 h)

Entrenamiento

Cirugia ¢
*
. B | | | | | |
(Dias) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
e Perfusion
Manipulacion
ANI
-15 min

Figura 21. Desarrollo temporal del experimento 3. La flecha roja indica que la
administracion de ANI en el hipocampo dorsal fue 15 minutos antes del entrenamiento
de EIl, mientras las flechas negras indican el entrenamiento y la prueba de MCP a los
30 minutos y la prueba de MLP a las 48 horas.
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6.8 RESULTADOS EXPERIMENTO 3

En el analisis estadistico de las latencias de entrada no se encontraron
diferencias significativas entre el grupo que recibié ANIy su VEH (Figura 22).
Ademas, en el analisis estadistico de las latencias de escape no se

encontraron diferencias significativas entre los grupos (Figura 23).

En el analisis estadistico de las latencias de retencion no se encontraron
diferencias significativas entre la MCP entre ANI y su vehiculo. Mientras que
en la MLP se encontraron diferencias significativas entre ANI con su VEH
(U=12, p<0.016), ademas que se encontraron diferencias significativas entre la
MCP y la MLP del grupo que recibié ANI (U=22, p<0.0009).

Figura 22. Latencias de entrada (expresadas en medianas y rangos intercuartilares),
del grupo que se le administro anisomicina (62.5 pg/0.5ul) en el hipocampo dorsal
(ANI, barra roja) y del grupo control (VEH, barra blanca).
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Figura 23. Latencias de escape (expresadas en medianas y rangos intercuartilares),
del grupo que se le administro anisomicina (62.5 pg/0.5ul) en el hipocampo dorsal
(ANI, barra roja) y del grupo control (VEH, barra blanca).

Figura 24. Latencias de retenciéon (expresadas en medianas y rangos intercuartilares),
del grupo que se le administro anisomicina (62.5 pg/0.5ul) en el hipocampo dorsal
(ANI, barra roja) y el grupo control (VEH, barra blanca). En ambos grupos la prueba de
MCP fue a los 30 minutos y posteriormente la prueba de MLP fue a las 48 horas.
*Diferencias significativas con respecto a su control.
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6.9 DISCUSION EXPERIMENTO 3

Los resultados obtenidos nos indican que la administracion de ANI en el
hipocampo dorsal no bloquea la adquisicion ni la MCP de EI, ya que no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos. Estos resultados son
consistentes con la literatura al respecto, ya que se conoce que la
administracion de un ISPs no interfiere con la adquisicion ni con la MCP
(Barondes & Cohen, 1965; Davis & Squire, 1984), ya que no dependen de la
sintesis de proteinas de novo, pero se ha mencionado que requiere de
modificaciones post-traduccionales de proteinas existentes pero no de la

sintesis de nuevas macromoléculas (Kandel, 2001).

Estos resultados nos permiten sefialar que en los Experimentos 1y 2 de
esta tesis, los efectos amnésicos producidos por la administracion de
anisomicina en el hipocampo dorsal, utilizando intensidades de choque
eléctrico relativamente bajas, se debieron a una interferencia con el proceso de
consolidacion de la memoria, y no a una interferencia con la capacidad de
aprendizaje y con el almacenamiento de informacion en la memoria de corto

plazo.
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6.10 EXPERIMENTO 4. DEPENDENCIA DE ESTADO

En este experimento se administro la dosis de ANI de 62.5 ug/0.5ul en el
hipocampo, para determinar si la administracion de la ANI previa al
entrenamiento induce un aprendizaje por dependencia de estado. Para
descartar esta posibilidad la ANI se administré tanto 15 minutos antes del
entrenamiento como 15 minutos antes de la prueba de retencion, ademas se
estudioé un grupo control al que se administré el vehiculo de la ANI, también 15
minutos antes del entrenamiento como 15 minutos antes de la prueba de
retencion. En la figura 25, se muestra como fue el desarrollo en el tiempo este
experimento; 15 minutos antes del entrenamiento y 15 minutos antes de la

prueba de retencion se administro la ANI. La prueba se realizo a las 48 horas.

Intensidad de Choque 0.8 mA
Dosis (ug/ 0.5 pl) VEH ANI 62.5
(n=9) (n=8)

Tabla 6. Disefio experimental de grupos independientes. VEH: grupo control, ANI:
grupo con administracién de anisomicina (62.5 pg/0.5ul). La intensidad de choque en
el entrenamiento de El para ambos grupo fue de 0.8 mA Entre paréntesis se indica el
namero de sujetos por grupo.

Figura 25. Desarrollo temporal del experimento 4. Las flechas rojas indican que la
administracion de ANI en el hipocampo dorsal fue 15 minutos antes del entrenamiento
y 15 minutos antes de la prueba de EI; mientras las flechas negras indican el
entrenamiento y la prueba de EI.
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6.11 RESULTADOS EXPERIMENTO 4

El analisis estadistico de las latencias de entrada no mostré diferencias
significativas entre el grupo que recibié ANI'y con VEH (Figura 26). Ademas, en
el analisis estadistico de las latencias de escape no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos (Figura 27).

En el analisis estadistico de las latencias de retencion se encontraron
diferencias significativas entre los grupos (U=10, p<0.0023) por lo tanto, el
grupo que recibio la administracion de ANI tiene diferencias significativas en

relacion al su grupo control (VEH) (ver Figura 28).

Figura 26. Latencias de entrada (expresadas en medianas y rangos intercuartilares),
del grupo que se le administro anisomicina (62.5 pg/0.5ul) en el hipocampo dorsal
(ANI, barra roja) y del grupo control (VEH, barra blanca).

Figura 27. Latencias de escape (expresadas en medianas y rangos intercuartilares),
del grupo que se le administro anisomicina (62.5 pg/0.5ul) en el hipocampo dorsal
(ANI, barra roja) y del grupo control (VEH, barra blanca).
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Figura 28. Latencias de retencion (expresadas en medianas y rangos intercuartilares),
del grupo que se le administro anisomicina (62.5 pg/0.5ul) en el hipocampo dorsal
(ANI, barra roja) y del grupo control (VEH, barra blanca). *Diferencias significativas con
respecto al grupo control (p<0.0023).

6. 12 DISCUSION EXPERIMENTO 4

Los resultados obtenidos en este experimento, nos muestran que cuando se
administré ANI antes del entrenamiento y de la prueba, no se presentd un
aprendizaje por dependencia de estado, ya que se observa nuevamente el
efecto amnésico de la ANI en el hipocampo dorsal que se encontré en
experimentos previos. Ademas, es consistente el efecto amnésico de la ANI
cuando se administra previo al entrenamiento (Canal & Gold, 2007; Quevedo,
et al., 2007).

Se descarta la posibilidad que se presente un aprendizaje dependiente
de estado, al administrar la ANl antes del entrenamiento, ya que si se
presentase un aprendizaje dependiente de estado, no se hubieran encontrado
diferencias significativas en las latencias de retencion de ambos grupos (el que
recibio ANI y el que recibiéo VEH), por lo tanto, al volver a recibir ANI antes de
la prueba, se hubiese observado una buena ejecucion en su latencia de

retencion de forma similar al grupo control.
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7. DISCUSION GENERAL

La extensa evidencia experimental con que se cuenta hoy en dia, nos indicaba
que es necesaria la sintesis de proteinas de novo para la consolidacién de la
memoria, dado que al administrar un ISPs ésta se interferia, como se ha
discutido extensamente en la literatura, y se ha aceptado, ya que se llegé al
acuerdo que este procedimiento demostraba que era necesaria la sintesis de
proteinas para la consolidacion (Gold, 2008). Los reportes han sido
consistentes ya que se ha observado este principio a través de distintas
especies, bajo distintas tareas conductuales, y en el presente proyecto se
corrobor6 como muestran los resultados del primer experimento, por tanto, el
hipocampo dorsal participa en la consolidacion de la tarea de El y al administrar

AN ésta se interfiere, induciendo un efecto amnésico.

Sin embargo, son pocos los reportes que muestran que la administracion
de un ISPs no interfiere con la consolidacion de la memoria. Flood et al,
(1972b) reportan que la administra cicloheximida de forma sistémica, no
interfiere con la consolidacion de la memoria cuando se incrementa la
intensidad de choque en la tarea de EIl; en otro reporte del mismo grupo, la
administracion de ANI de forma sistémica no interfiere con la consolidacion de
la memoria de la tarea de El, si se incrementa la intensidad de choque (Flood,
et al 1978). En este sentido, Diaz-Trujillo, et al., (2009) reportan que la
administracion sistémica de cicloheximida antes o inmediatamente después del
entrenamiento de EI interfiere con la consolidacion cuando se entrend con
intensidades de choque relativamente bajas, pero al incrementar la intensidad

de choque los efectos amnésicos de la cicloheximida ya no se presentan.

Los resultados del segundo experimento demuestran que cuando se
administra ANI en el hipocampo dorsal y se entrena con intensidades bajas de
choque (0.8 y 1.0 mA) en la tarea de EIl se presenta el efecto amnésico de la
ANI, pero cuando se incrementa la intensidad de choque a 2.0 mA la ANI ya no

interfiere con la consolidacion de la memoria. Si consideramos la posibilidad
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que cuando se entrend con una intensidad alta se haya presentado una
aceleracion de la consolidacion, el procedimiento experimental contempla que
la administracion de la ANI en el hipocampo dorsal antes del entrenamiento,
permite que se alcance una inhibicion proteinica maxima al momento del
entrenamiento, ya que se conoce que la ANI tiene efectos a partir de los 15
minutos con una inhibicion entre un 90 y 95 % que se mantiene durante 6
horas, y pierde su efecto hasta las 9 y 12 horas (Wanisch & Wotjak, 2008). De
tal forma, al menos la participacion de sintesis de proteinas de novo en el
hipocampo dorsal estaba bloqueada por la ANI al momento del entrenamiento,
y bajo estas condiciones es dificil asegurar que se presento una aceleracion de
la consolidacion, ya que el engrama molecular estaba desactivado. O bien
cuando se incrementd la intensidad de choque (sobrerrforzamiento), la
consolidacion no necesariamente requiere de la sintesis de proteinas de novo,
pero entonces ¢cual seria el mecanismo por el cual se consolida la memoria
bajo estas condiciones de sobrereforzamiento? Al respecto se ha propuesto por
Prado-Alcala (1995) que las estructuras involucradas cambian su configuracion,
al pasar de circuito en serie a un circuito conectado funcionalmente en paralelo,
de tal forma que cuando ocurre alguna interferencia en una o varias de las
estructuras, la informacion derivada de la experiencia de aprendizaje sigue su
curso hacia el resto de los elementos del sistema para que se produzca la

consolidaciéon de la memoria.

Ya que se ha empleado una técnica farmacoldgica (la administracion
sistémica o local de un ISPs), para estudiar y demostrar que la consolidacion
de la memoria requiere de la sintesis de proteinas de novo, también se ha
discutido los posibles efectos de la ISPs, (Gold, 2008; Routternberg & Rekart,
2005). Pareciera ser que la teoria aceptada de la consolidacion de la memoria
se necesita revisar, ya que recientemente se ha reportado (Canal, Chang &
Gold, 2007) que el efecto que tiene la ANI en primera instancia es la ISPs, pero
también se ha demostrado que tiene un efecto secundario al incrementar la
liberacion masiva de neurotransmisores (dopamina, noradrenalina vy
serotonina), con este reporte se evidencio que el efecto amnésico de la ANI se

debe mas al efecto secundario que desencadena que a la ISPs. Por tanto, se

60



ha puesto en duda si la consolidacion de la memoria depende de la sintesis de
proteinas, ya que se cuenta con la evidencia experimental de estudios previos
del laboratorio (Diaz-Trujillo, et al., 2009) como la presente tesis, que no se
requiere de la sintesis de proteinas de novo para la consolidacion. O bien, no
necesariamente se requiere de la sintesis de proteinas de novo para la
consolidacion de la memoria, mas bien, pudiesen ser las modificaciones post-
traduccionales de proteinas que ya se encuentran en las sinapsis podrian ser el
engrama molecular de la MLP (Routtenberg & Rekart, 2005). Sin embargo,
hace falta mas evidencia experimental de los mecanismos moleculares que
subyacen de consolidacion de la memoria, para poder conocer si €s 0 no

necesaria la sintesis de proteinas de novo para la consolidacion de la memoria.

Por otra parte, en una revision de los mecanismos de la consolidacion
recientemente publicada por Medina, et al.,, (2008) mencionan que las
principales preguntas en la investigacion de la consolidacion de la memoria han
sido: 1) ¢Cual es el curso temporal de la consolidacion? 2) ¢Es la
consolidacion es un proceso unitario? 3) ¢ Cuales son las regiones cerebrales
que participan en la consolidacion? 4) ¢Como forma el cerebro los recuerdos
persistentes? 5) ¢Como la informacion del hipocampo se transfiere a una
consolidacion final a la corteza cerebral? Estas preguntas se han abordado
bajo distintas metodologias para poder conocer los sustratos neuroanatomicos,
neurofisiolégicos, neuroquimicos y moleculares bajo los cuales opera la
consolidacion de la memoria. En particular, en el presente estudio se empled
una técnica farmacoldgica para demostrar que la consolidacion de la memoria
no se interfiere por la administracion ANI en el hipocampo dorsal cuando se
incrementa la intensidad de choque en la prueba de El; y es consistente con la
hipotesis que el aprendizaje incrementado (sobrerreforzamiento) protege la

formacioén de la memoria de tratamientos amnésicos.

61



8. CONCLUSIONES.

e La administracion de ANI en el hipocampo dorsal interfiere con la
consolidacion de la memoria de EI, cuando se emplean intensidades de

choque relativamente bajos (0.8 y 1.0 mA).

* Cuando se entrena con una alta intensidad de choque (2.0 mA) en El, el
la administracion de ANI en el Hipocampo dorsal ya no interfiere con la

consolidaciéon de la memoria.

e Hay un efecto protector del sobrerreforzamiento ante tratamientos

amneésicos como la administracion de ANI en el hipocampo dorsal.

» La administracion de ANI en el hipocampo dorsal no tiene efectos en la
adquisicion ni en la MCP, pero interfiere con la consolidacion y la MLP
de EI.

* No se presente un aprendizaje por dependencia de estado, por la

administracion de ANI previa al entrenamiento.
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