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Un hombre de un pueblo de Negua, en la costa de Colombia, pudo subir al
alto cielo.

A la vuelta, contdé. Dijo que habia contemplado, desde alla arriba, la vida
humana. Y dijo que somos un mar de fueguitos.

— El mundo es eso —reveld — . Un montén de gente, un mar de fueguitos.
Cada Persona brilla con luz propia entre todas las demas. No hay dos fuegos
iguales. Hay fuegos grandes y fuegos chicos y fuegos de todos los colores.
Hay gente de fuego sereno, que ni se entera del viento, y gente de fuego
loco, que llena el aire de chispas. Algunos fuegos, fuegos bobos, no
alumbran ni queman; pero otros arden la vida con tantas ganas que no se
puede mirarlos sin parpadear, y quien se acerca, se enciende.

Eduardo Galeano

A Vanesa

un fueguito que todo lo incendié.
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RESUMEN

La informacidn recientemente adquirida es susceptible de olvidarse; sin embargo, si
la informacién se consolida mediante la sintesis de proteinas se puede mantener en
un estado mas estable a largo plazo. En la primera parte de este trabajo se investigd
el papel de varias regiones del I6bulo temporal en la consolidacion de la memoria de
reconocimiento. Se realizaron inyecciones de anisomicina, un inhibidor de la sintesis
de proteinas, en las cortezas perirrinal e insular, en el hipocampo dorsal y la
amigdala basolateral, inmediatamente después de la adquisicion en las tareas de
reconocimiento de objetos y reconocimiento de objetos en contexto. Los resultados
muestran que las cortezas insular y perirrinal son indispensables para la
consolidacién de la memoria de reconocimiento para estimulos individuales (tarea
de reconocimiento de objetos), mientras que el hipocampo es indispensable para la
consolidacién de la memoria de estimulos dentro de un contexto especifico (tarea de
reconocimiento de objetos en contexto); la amigdala no parece tener ninguna
participacion en la consolidaciéon de estas dos tareas. Estos resultados muestran
claramente que las distintas regiones del I6bulo temporal tienen una participacion
diferencial en la consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos y de

objetos en contexto.

Se ha propuesto que las memorias previamente consolidadas pueden volver a un
estado labil cuando se evocan, y que mediante un proceso que se ha llamado
reconsolidacion, el cual requiere de sintesis de proteinas, esta memoria que ha sido
evocada se estabiliza a largo plazo. En la segunda parte de este proyecto
evaluamos si la corteza perirrinal participa en la reconsolidacion de la memoria de
reconocimiento y si la evocacion es indispensable para iniciar la reconsolidacion.
Realizamos inyecciones en la corteza perirrinal de anisomicina y/o muscimol
(agonista de los receptores GABA,), un farmaco que se ha visto bloquea la
expresion conductual de la evocacion. Los resultados muestran que en ausencia de
la evocacion conductual explicita, la inhibicion de sintesis de proteinas dana la re-
estabilizacion de la memoria. Sin embargo, la memoria puede ser reconsolidada y
actualizada aun en ausencia de la evocaciéon conductual explicita. Estos resultados
dan evidencia de que la evocaciébn no es necesaria para que ocurra la

reconsolidacion como lo sugiere la teoria actual .



ABSTRACT

Recently acquired information is susceptible to forgetting. However when the new
information is consolidated via synthesis of new proteins it becomes log-term stored
memories. In the first part of this project we investigated the involvement of several
temporal lobe regions in consolidation of recognition memory. Anisomycin, a protein
synthesis inhibitor, was infused into the hippocampus, perirhinal cortex, insular
cortex or basolateral amygdala of rats immediately after the sample phase of object
or object-in-context recognition memory training. Anisomycin infused into perirhinal
or insular cortices blocked long-term (24 hours), but not short-term (90 minutes)
object recognition memory. Infusions into the hippocampus or amygdala did not
impair object recognition memory. Anisomycin infusion into the hippocampus blocked
long-term, but not short-term object-in-context recognition memory. Infusions
administered into the perirhinal cortex, insular cortex or amygdala did not affect
object-in-context recognition memory. Whereas perirhinal and insular cortices are
required for consolidationing familiar objects, the hippocampus is necessary for
consolidationing contextual information of recognition memory. Altogether, these
results suggest that temporal lobe structures are differentially involved in recognition

memory consolidation.

It has been suggested that previously consolidated memories could return to a labile
state after retrieval and undergo once more a consolidation process through new
protein synthesis in order to be maintained in long-term, this process is referred as
reconsolidation. In the second part of this project we evaluated whether perirhinal
cortex participates in object recognition memory reconsolidation and whether
retrieval is indispensable to trigger memory reconsolidation. To do so, we injected
the protein synthesis inhibitor anisomycin together with a retrieval blocker muscimol
(agonist GABA,) in the rat brain. Muscimol injection specifically disrupted retrieval of
recognition memory. We found that in the absence of behavioral retrieval protein
synthesis inhibition impaired memory re-stabilization. Therefore stored memory
suffers reconsolidation even though memory is not recall. This result provides

evidence of molecular dissociation between retrieval and activation of memory.



ANTECEDENTES

(PRIMERA PARTE DEL PROYECTO)

Una de las principales caracteristicas de algunos sindromes amnésicos
relacionados a lesiones o enfermedades neurodegenerativas (como la de
Alzheimer) es la pérdida de la memoria de reconocimiento. La memoria de
reconocimiento es la habilidad para discriminar la familiaridad de las cosas
previamente experimentadas (Mandler, 1980; Brown and Aggleton, 2001). Se
ha propuesto que este proceso de reconocimiento esta compuesto de al
menos dos componentes funcionales, uno de los cuales esta basado en el
reconocimiento de la familiaridad de los estimulos. El otro componente esta
basado en el recuerdo de la informacion espacio-temporal (contextual) de los
eventos (Mandler, 1980) y se ha propuesto que las distintas regiones del
I6bulo temporal medial contribuyen de manera diferente en la memoria de
reconocimiento (Graham and Gaffan, 2005; Murray et al., 2005). El nivel de
familiaridad de un estimulo juega un papel muy importante en el
procesamiento de la memoria; los eventos novedosos atraen mas nuestra
atencion que los eventos familiares; ademas, la habilidad para responder
rapidamente a los eventos novedosos es fundamental para la supervivencia.
(Ennaceur and Delacour, 1988) desarrollaron la tarea de reconocimiento de
objetos basados en la tendencia natural de los roedores a explorar mas los
objetos novedosos que los familiares. Normalmente, en esta tarea se
presentan dos objetos novedosos idénticos para que la rata se familiarice con
ellos y después de un intervalo de tiempo, en una segunda fase, se le
presentan un objeto familiar (presentado en la primera fase) y un objeto

novedoso. Si una rata explora preferentemente el objeto novedoso,



necesariamente tiene que recordar cual de los objetos ha explorado
previamente. Se ha propuesto que esta tarea mantiene una cercana analogia
con las pruebas de reconocimiento que son usadas en los humanos para
evaluar la memoria de reconocimiento (que incluyen material verbal:
palabras, nombres, frases, historias y material no verbal: objetos, fotografias
y patrones de lineas y puntos). Por ejemplo, la tarea de reconocimiento de
objetos en humanos consiste en la presentacion de una serie de objetos en
una primera fase, y después de cierto intervalo de tiempo se realiza una
prueba de discriminacion entre un objeto presentado en la primera fase
(objeto familiar) y un objeto nuevo, donde la persona tiene que responder
cual es el familiar. Estas pruebas han sido utilizadas para caracterizar los
sindromes amnésicos ya que proveen un indice de la severidad del dafo de

la memoria explicita (Reed and Squire, 1997).

Existe una distincién entre dos tipos de memoria de largo plazo: la memoria
explicita y la memoria implicita. La memoria explicita es aquella en la que se
almacena el conocimiento de hechos y eventos; este tipo de memoria es facil
de consolidar, pero también es facil olvidarla. La memoria implicita es la
memoria para las habilidades; para formar este tipo de memoria es necesaria
la repeticidn y la practica, y una vez consolidada es menos probable que se

olvide (Squire and Zola, 1996).

La hipotesis de la consolidaciéon de la memoria planteada por Muller y
Pilzecker en 1900 propone que la informacién recientemente adquirida se

encuentra en un estado labil y que con el tiempo se consolida para



mantenerse en un estado estable y a largo plazo (McGaugh, 2000). Este
proceso de consolidacién de nueva informacion se sabe requiere de sintesis
de proteinas (Davis et al., 1980). El proceso de consolidacién que ocurre
después de la adquisicion de la informacion, desencadena una serie de
eventos moleculares; entre los que se incluyen, la activacion de reguladores
transcripcionales a través de cascadas de segundos mensajeros, diferentes
periodos de expresion de ARNm vy sintesis de proteinas. Algunas de estas
proteinas producen cambios funcionales en las neuronas y en las sinapsis,

mientras que otras llevan a cambios estructurales (Lechner et al., 1999).

En 1957 Brenda Milner y William Scoville describieron uno de los hechos mas
relevantes para el estudio de la neurofisiologia de la memoria, el caso de un
paciente llamado H.M. Este paciente sufria de una epilepsia intratable del
I6bulo temporal, por lo que sus médicos decidieron practicarle una ablacion
del I6bulo temporal medial. Entre las estructuras que se encuentran en dicho
I6bulo estan la formacion hipocampal, la amigdala y regiones corticales como
las cortezas entorrinal, perirrinal, y parahipocampal. Después de la cirugia,
las crisis epilépticas de H.M. disminuyeron, pero la operacion también
disminuy6é la capacidad mnemonica del paciente, a pesar de que su
coeficiente intelectual se mantuvo normal. Aunque H.M. tenia casi intactos
sus recuerdos mas remotos, su capacidad para formar nuevos recuerdos
estaba severamente dafada (Milner et al., 1998) . La memoria implicita de
H.M. estaba intacta, mientras que su memoria explicita estaba seriamente
afectada. Por ejemplo, era incapaz de recordar a las personas que acababa

de conocer o si dejaba de prestar atencion a las cosas que estaba haciendo,



rapidamente se olvidaba de ellas. Un punto importante a sefialar del caso del
paciente H.M. es que podia hacer uso de su memoria de corto y de largo
plazo. Su verdadero problema radicaba en que no podia consolidar la nueva

informacién (ver Bermudez-Rattoni, y Prado-Alcala 2001).

A partir de la descripcion del caso H.M., algunos investigadores se dieron a la
tarea de realizar modelos experimentales con animales que pudieran replicar
la lesibn de este paciente y ademas se interesaron por lesionar
selectivamente las estructuras del I6bulo temporal para medir sus efectos
sobre la memoria (Murray and Mishkin, 1986, 1998). El hipocampo es una de
las estructuras dentro del l6bulo temporal que mas atencién ha recibido,
debido a que reportes clinicos han vinculado las lesiones del hipocampo con
una perdida de la capacidad mnemodnica explicita (Brown and Aggleton,

2001).

Los primeros estudios de amnesia producida por ablaciones del |6bulo
temporal medial en monos sugerian que las lesiones combinadas del
hipocampo y la amigdala eran las responsables del dafo tan severo
observado en la memoria de reconocimiento (Mishkin, 1978). Sin embargo,
se ha demostrado que el daio observado en la memoria de reconocimiento
no esta directamente relacionado a la lesion del hipocampo y la amigdala,
sino mas bien, a la lesion de las porciones anterior y posterior de las cortezas
perirrinal y entorrinal inducida por la aspiracion del hipocampo y la amigdala

(Murray and Mishkin, 1998).



La contribucion de las distintas regiones del I6bulo temporal al procesamiento
de la informacion de familiaridad y de contexto en la memoria de
reconocimiento, permanece como un tema de considerable controversia. En
este sentido existe evidencia de estudios con animales que sugieren que la
corteza perirrinal y el hipocampo contribuyen diferencialmente a estos dos
componentes de la memoria de reconocimiento. Los hallazgos de diversos
estudios sugieren que la corteza perirrinal esta criticamente involucrada en la
discriminacion de la familiaridad, pero no en la memoria contextual; mientras
que el hipocampo es importante para la memoria de reconocimiento cuando
ésta involucra informaciéon que tiene un componente asociativo o espacial y
parece no ser necesario para la discriminacion de la familiaridad (Ennaceur et
al., 1996; Ennaceur and Aggleton, 1997; Bussey et al., 1999; Mumby et al.,
2002; Stupien et al., 2003; Winters et al.,, 2004; Mumby et al., 2005). Sin
embargo, como algunos estudios sugieren que el hipocampo esta involucrado
en la memoria de reconocimiento de objetos que es una tarea basada en la
discriminacion de la familiaridad de los estimulos, el papel de dicha estructura
en la memoria de reconocimiento aun permanece en controversia (Broadbent
et al., 2004; Rossato et al., 2007; Squire et al., 2007). La participacion de la
amigdala en la memoria de reconocimiento también ha sido controvertida.
Algunos autores han encontrado que la capacidad para discriminar objetos
novedosos esta afectada en ratas después de lesionar la amigdala con
NMDA, mientras otros estudios muestran que dicha estructura no es critica

para la memoria de reconocimiento (Mumby and Pinel, 1994).



A pesar del esfuerzo por dilucidar cual es la contribucién de las diferentes
estructuras del I6bulo temporal en la memoria de reconocimiento, no hay
evidencia clara de que estas estructuras sean necesarias para la
consolidacion. Aunque los estudios donde se realizan lesiones proporcionan
informacién importante, estos no permiten discernir el papel que tienen las
estructuras en las diferentes etapas de la formacion de la memoria

(adquisicion, consolidacién, evocacion y reconsolidacion).

Estudios recientes indican que la corteza insular es también una estructura
del I6bulo temporal involucrada importantemente en la consolidacién de la
memoria de reconocimiento. Se ha reportado que la inyeccidén en la corteza
insular de escopolamina que es un antagonista de los receptores
muscarinicos afecta la memoria de reconocimiento para estimulos gustativos
(Bermudez-Rattoni, 2004) y recientemente se ha demostrado que también
afecta la tarea de reconocimiento de objetos (Bermudez-Rattoni, 2004;
Bermudez-Rattoni et al., 2005). Estos estudios sugieren que la corteza insular
podria formar parte del sistema de memoria del I6bulo temporal, asi como
tener una participacion importante en las fases iniciales de la consolidacion

de la memoria en una tarea de reconocimiento.



OBJETIVO

La primera parte de este proyecto de investigacion tuvo como obijetivo,
analizar la participacion de las cortezas perirrinal e insular, asi como el
hipocampo dorsal y la amigdala basolateral, en la consolidacion de la

memoria en la tarea de reconocimiento de objetos y de objetos en contexto.

HIPOTESIS

Las estructuras del I6bulo temporal tienen una participacion diferencial en la
consolidacion de la memoria de reconocimiento dependiendo cual sea la
informacién relevante a consolidar (ej. familiaridad de los estimulos o el

contexto donde se experimentaron).

INHIBICION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS

Se ha reportado que para que ocurra la consolidacion de la informacién se
requiere de la sintesis de proteinas, por lo que una estrategia experimental
para bloquear la consolidacion es impedir dicha sintesis (Davis and Squire,
1984). Entre las drogas mas frecuentemente utilizadas para inhibir la sintesis
de proteinas se encuentra el antibiético anisomicina (C14H19O4N) aislado de
Streptomyces griseolus. Este farmaco bloquea reversiblemente la sintesis de
proteinas (Davis and Squire, 1984), a través de la inhibicidon de la traduccién
de ARNm, que interrumpe la reaccion de la peptidil transferasa (lordanov et

al., 1997), ver figura 1.



Cadena naciente

Sitio de unién
de la anisomicing

ARNm

Figura 1. El antibidtico anisomicina interrumpe la elongacion del polipéptido. La anisomicina se une
al Sitio P del ribosoma e inhibe la reaccién de la peptidiltransferasa. El sitio de unién de la anisomicina
en el ribosoma estd localizado en la regién 28S rARN, de la subunidad 60S del ribosoma.

Se administré anisomicina en la corteza insular, en la corteza perirrinal, en el
hipocampo dorsal o en la amigdala basolateral inmediatamente después del
entrenamiento (fase de muestra) de las tareas de reconocimiento de objetos,
o de objetos en contexto. Se realiz6 una prueba de memoria 90 minutos
(memoria de corto plazo, MCP) o 24 horas (memoria de largo plazo, MLP)
después del entrenamiento. En todos los experimentos se utilizaron grupos

independientes.



EVOCACION Y ACTUALIZACION DE LA MEMORIA DE RECONOCIMIENTO
ANTECEDENTES

(SEGUNDA PARTE DEL PROYECTO)

Como se mencion6 anteriormente, la hipétesis de la consolidacion de la
memoria propone que la informacion recientemente adquirida se encuentra
en un estado labil y que con el tiempo se consolida para mantenerse en un
estado estable y a largo plazo (McGaugh, 2000), y que este proceso de
consolidacion requiere de sintesis de proteinas (Davis et al., 1980). Aunque
en un principio se penso que la informacion recientemente adquirida no podia
ser alterada después de ser consolidada, estudios posteriores mostraron que
las memorias previamente consolidadas pueden atravesar por un proceso
similar a la consolidacion, al que se le ha llamado reconsolidacion (Nader et

al., 2000a).

Misanin y colaboradores en 1968, mostraron que la aplicacion de choques
electroconvulsivos en ratas inmediatamente después de la adquisicion de un
condicionamiento al miedo afectaba la consolidacién de la memoria. En ese
estudio, otro grupo de ratas entrenadas en el mismo condicionamiento se
sometieron a un choque electroconvulsivo inmediatamente después de
evocar la memoria (un dia después de la adquisicion) solo con el estimulo
condicionado; lo que observaron estos investigadores fue que los animales
tenian afectada la memoria cuando se probaron 24 horas después de la
evocacion. El grupo control fundamental en ese experimento fue el que

recibié el choque electroconvulsivo 24 horas después del condicionamiento,



pero en ausencia de la prueba de evocacion (sin presentar el estimulo
condicionado). Los autores demostraron que los choques electroconvulsivos
no tuvieron efecto sobre la memoria cuando ésta no fue evocada. A este
fendbmeno le llamaron amnesia dependiente de una clave (Misanin et al.,
1968). A partir del trabajo de Misanin se sugirié que la reactivacion de la
memoria previamente consolidada a través de la evocacion explicita
(ejecucion conductual), provocaba que este trazo de memoria fuera

vulnerable una vez mas a los agentes amnésicos (Bevilaqua et al., 2008).

Siguiendo el trabajo de Misanin y colaboradores, otros grupos mostraron que
las memorias previamente consolidadas atraviesan por un estado de labilidad
soOlo si éstas son reactivadas a través de la evocacion. Por ejemplo, la
inactivacion del nucleo parabraqueal con TTX afecta la memoria previamente
consolidada para la tarea de prevencion pasiva cuando esta es evocada con
uno de los estimulos asociados (s6lo con la exposicion al contexto); cuando
se inactiva el nucleo parabraqueal pero la memoria no es evocada esta se
mantiene intacta (Bucherelli and Tassoni, 1992). Asimismo, el grupo de
Susan Sara demostrdé que la aplicacion intraperitoneal del farmaco MK-801
que es un antagonista de los receptores NMDA (que bloquea la consolidacién
cuando se administra después de la adquisicién) provoca un déficit en la
memoria de una tarea espacial, cuando ésta es reactivada mediante la

evocacion (Przybyslawski and Sara, 1997).

Nader y colaboradores (2000), demostraron que el bloqueo de la sintesis de

proteinas después de la evocacion de una memoria aversiva, impedia que se



llevara a cabo la reconsolidacion, efecto que se veia reflejado en el deterioro
de esa memoria. En ese estudio se administré anisomicina en la amigdala
que es uno de los nucleos que se sabe participa en la consolidacion del
condicionamiento al miedo. Se apare6 un tono con un choque eléctrico lo
cual provoca una respuesta de congelamiento en la rata. Veinticuatro horas
después del condicionamiento se evoco la memoria sélo con la presentacion
del tono e inmediatamente después se administro la anisomicina; la memoria
fue probada 24 horas después. Los resultados mostraron que la anisomicina
administrada después de la evocacion afectaba la memoria previamente
consolidada. Es importante mencionar que este efecto sélo se veia si la
memoria era evocada ya que si se administraba la anisomicina 24 horas
después del condicionamiento pero sin evocar la memoria (sin presentar el

tono) la memoria permanecia intacta al probarla 24 horas después.

La importancia del trabajo de Nader es que por primera vez se demostro la
dependencia de sintesis de proteinas para la reconsolidacion; ademas de
que en este estudio se observo que existia una ventana temporal en la cual
se podia afectar la reconsolidacion, al igual que en la consolidacion y que el
efecto de la inhibicidn de la sintesis de proteinas en la reconsolidacion sélo
ocurre cuando se evoca la memoria. Después del reporte de Nader et al.
(2000) se han realizado diversos estudios donde se demuestra que diversas
manipulaciones farmacoldgicas (incluyendo la inhibicidon de sintesis de
proteinas) después de evocar una memoria previamente consolidada
bloquean la reconsolidacion. Cabe mencionar que estos estudios se han

realizado en diversas estructuras y con diferentes tareas conductuales



incluyendo memorias no aversivas, tales como tareas de reconocimiento de
objetos, reconocimiento social y aprendizaje espacial (Sara, 2000; Akirav and
Maroun, 2006; Perrin et al., 2007; Rossato et al., 2007; Da Silva et al., 2008;

Lima et al., 2009; Maroun and Akirav, 2009).

Se ha propuesto que las memorias previamente consolidadas pueden volver
a un estado labil cuando son reactivadas a través de la evocacion explicita,
requiriendo una vez mas de sintesis de proteinas para volver a ser
estabilizadas y de esta manera mantenerse en el largo plazo (Nader et al.,

2000a; Nader et al., 2000b; Tronson and Taylor, 2007).

Una pregunta que surgio junto con los estudios de reconsolidacion de la
memoria fue ¢ cual es el significado bioldgico de la reconsolidacion? Una de
las primeras hipotesis fue que la evocacién y la reconsolidacion podrian servir
para actualizar y reforzar un trazo de memoria que es dinamico y que las
memorias mas frecuentemente evocadas serian mas dificiles de ser

olvidadas (Sara, 2000).

En este contexto, un trabajo realizado en nuestro laboratorio sugiere que el
proceso de reconsolidacidon podria servir para incorporar informacién
relevante al trazo de memoria previamente consolidado, para que sea
actualizado. En este trabajo se administré anisomicina en la corteza insular
después de evocar la memoria previamente consolidada en una tarea de
reconocimiento gustativo y se observo que la memoria sélo de veia afectada

cuando habia informacion relevante que integrar al trazo de memoria. En este



estudio se concluyd que la reconsolidacion permite la consolidacion de
informacién actualizada, cuando la memoria es evocada (Rodriguez-Ortiz et

al., 2005).

En un estudio realizado por el grupo de lzquierdo y colaboradores, se
demostro la dependencia de sintesis de proteinas en el hipocampo para que
se lleve a cabo la reconsolidacion en la tarea de reconocimiento de objetos.
En dicho estudio se administré anisomicina en el hipocampo después de la
reactivacion de la memoria, en presencia de dos objetos familiares y
observaron que la memoria de reconocimiento previamente consolidada no
se afectaba. Sin embargo, la inhibicion de la sintesis de proteinas en el
hipocampo después de reactivar la memoria con un objeto familiar y uno
novedoso danaba la memoria para ambos objetos; sugiriendo que la
reconsolidacion ocurre cuando se agrega nueva informacién al trazo original
de memoria de reconocimiento. Ademas demostraron que la memoria
consolidada no se afectaba si la administracion de la anisomicina se hacia sin
evocar la memoria, demostrando, una vez mas, que la evocacion de la
memoria es necesaria para que ocurra la reconsolidacion (Rossato et al.,

2007).

Los resultados de la primera parte de este trabajo mostraron que la sintesis
de proteinas en la corteza perirrinal es necesaria para que ocurra la
consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos; sin embargo, el
papel de la corteza perirrinal en la reconsolidacion de la memoria no ha sido

evaluado. Por lo tanto, en la siguiente parte de este proyecto evaluamos la



participacion de la corteza perirrinal en la reconsolidacion de la memoria de

reconocimiento de objetos.

Aunque es ampliamente aceptado que para que ocurra la reconsolidacion se
requiere de la reactivacion de la memoria, a través de la evocacion explicita
(ejecucion conductual), no hay evidencia suficiente en la literatura que
sugiera que esto sea un requisito indispensable, por lo que surge la pregunta
;. se necesita realmente de la evocacion para que ocurra la reconsolidacion

de la memoria?

El grupo de Karim Nader realizd un experimento en donde bloquearon los
receptores AMPA con un antagonista (CNQX) en la amigdala basolateral y
observaron que esta manipulacion farmacolégica impedia la expresion de la
respuesta condicionada (evocacion explicita) en una tarea de
condicionamiento al miedo; sin embargo, no afectaba la adquisicion, ni la
reconsolidacion la memoria. De esta manera, se sugiere que los receptores
AMPA son necesarios para la expresion de una respuesta condicionada
durante la evocacion, pero que no son necesarios para que ocurra la

reconsolidacion (Ben Mamou et al., 2006).

Asimismo, resultados recientes de nuestro laboratorio muestran que la
administraciéon de un antagonista de los receptores AMPA (NBQX) en la
amigdala basolateral impide la expresion conductual de la evocacidén en una
memoria gustativa; no obstante, este bloqueo de los receptores AMPA no

afecta la adquisicion, la consolidacion, ni reconsolidacion de dicha memoria.



Este efecto no parece ser exclusivo del bloqueo de los receptores AMPA, ya
que se ha reportado que el muscimol que es un agonista de los receptores
GABA, también bloquea la expresion de la evocacién conductual de la
memoria. Este efecto en la evocacion ha sido observado en diferentes tareas
conductuales como el condicionamiento al miedo en contexto, en Ila
prevencion pasiva y en el laberinto de agua. Un dato que es importante
resaltar es que el efecto tanto del muscimol como del NBQX parece ser sélo
sobre la evocacion, sin que se afecte la adquisicidon, la consolidacion, ni la
reconsolidacion de la memoria. (Moser and Moser, 1998; Holt and Maren,

1999; Corcoran and Maren, 2001; lIzquierdo et al., 2007).

Asimismo, el efecto sobre la evocacion de la memoria ha sido observado
después de la inactivacion temporal de diversas areas cerebrales, como la
amigdala, el hipocampo, en nucleo parabraqueal, las cortezas, prefrontal y
perirrinal (Bucherelli and Tassoni, 1992; Holt and Maren, 1999; Ben Mamou

et al., 2006; Ramos, 2008).



OBJETIVO

En la siguiente parte de este proyecto se evalud si la corteza perirrinal
participa en la reconsolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos.
También se analiz6 el papel que tiene la evocacion en la reconsolidacion y en
la consolidacién de nueva informacion asociada a un trazo de memoria previo

(actualizaciéon de la memoria) en la tarea de reconocimiento de objetos.

Se realizaron manipulaciones farmacolégicas en la corteza perirrinal para
afectar diferencialmente la evocacién (mediante la inactivacion de esta
corteza con la inyecciéon de muscimol), de la consolidacion y reconsolidaciéon

de la memoria (mediante inyecciones de anisomicina).

HIPOTESIS

1. La reconsolidacién de la memoria de reconocimiento requiere de sintesis
de proteinas en la corteza perirrinal.

2. El bloqueo de la evocacién, no afectara la reconsolidacion de la memoria,
en la tarea de reconocimiento de objetos.

3. El bloqueo de la evocacion, no afectara la actualizacion de la memoria en

la tarea de reconocimiento de objetos.



MATERIALES Y METODOS

SUJETOS

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 280-300 g de peso, obtenidas
del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular. Los animales se mantuvieron
en cajas individuales de acrilico en un ambiente de 22 + 1°C con un ciclo de
12 horas de luz/oscuridad, con agua y comida ad libitum. Los experimentos

se realizaron durante la fase de luz.

CIRUGIA Y MICROINYECCION

Las ratas fueron anestesiadas con ketamina (83 mg/kg) y xilacina (9 mg/kg)
i.p., € implantadas con canulas bilaterales en la zona cerebral de interés,
mediante cirugia estereotaxica. Las coordenadas de los sitios de infusion se
mencionan a continuacion con referencia en bregma (Paxinos, 1986):
corteza insular (Cl) anteroposterior (AP) + 1.2 mm, lateral (L) £ 5.5 mm,
dorsoventral (DV) -6.5 mm; corteza perirrinal (Prh): AP - 3 mm, L £ 6.5 mm,
DV - 7 mm; hipocampo (HIP): AP — 3.6 mm, L + 3.0 mm, DV - 33 y
amigdala basolateral (ABL): AP - 2.8 mm, L £+ 5 mm, DV - 8.5 mm. Las
canulas fueron fijadas al craneo con cemento dental mediante dos tornillos, 2
mm arriba del sitio de inyeccion. Se colocé un estilete en cada guia canula
para prevenir que las canulas se taparan. En todos los experimentos después
de la cirugia las ratas tuvieron una semana de recuperacion antes de
cualquier procedimiento conductual. Todos los experimentos se realizaron
con grupos independientes, es decir cada rata fue implantada unicamente

para una region cerebral y solo tuvo una prueba de memoria.



Para la realizacion de las microinyecciones los estiletes fueron removidos y
se insertaron agujas dentales, dirigidas a la zona de interés, las agujas se
conectaron a microjeringas Hamilton de 10 ul mediante una tuberia de
polietileno. A cada rata se le inyectdé un volumen de 1 ul por hemisferio
cerebral a una tasa de 1 ul/min en la corteza insular, corteza perirrinal e
hipocampo y 0.5 ul a una tasa de 0.5 ul/min en la amigdala basolateral. Las
agujas se mantuvieron un minuto extra después la inyeccion para permitir
una mejor difusion del farmaco. La microinyeccion de la solucién vehiculo

sirvio como control.

FARMACOS

El inhibidor de la sintesis de proteinas, anisomicina de Streptomyces
griseolus (Sigma, St Louis, MO, USA) se disolvié en liquido cefaloraquideo
artificial (ACSF; 125 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.25 mM NaH,PO4 H,0, 1.5 mM
MgSO4 7H,0, 26 mM NaHCOs3, 10 mM glucosa, 2.5 mM CaCly; pH 7.4). Se
utilizé una dosis de 120 mg/ml y se agregdé una cantidad equimolar a la
anisomicina de HCI. La microinyeccion de la solucion vehiculo sirvio como
control. La dosis se escogid de acuerdo a estudios previos que indican que
las dosis entre 100-125 mg/ml son efectivas para inhibir la sintesis de
proteinas en mas del 90% indistintamente de la estructura en la cual sea
infundida (Rosenblum et al., 1993; Morris et al., 2006; Canal et al., 2007) el
volumen se escogié de acuerdo a estudios previos donde se muestra que 1

ul de tinta en la corteza difunde 1mm en promedio (Berman et al., 2000).

El agonista de los receptores GABAA, muscimol (Sigma, St Louis, MO, USA)



se disolvié en solucion salina fisioldgica 0.9 % vy se utilizé en una dosis 21.14

mM. La microinyeccion de la solucién vehiculo sirvio como control.

APARATOS EXPERIMENTALES

En los experimentos de memoria de reconocimiento de objetos, de
reconsolidacion y de consolidacion de nueva informacién relacionada se
utilizé una arena de campo abierto hecha de madera pintada de color gris,
con el piso cubierto de aserrin (40 X 40 X 60 cm). En los experimentos de
memoria de reconocimiento de objeto en contexto se utilizaron dos arenas
con diferentes caracteristicas fisicas. Una arena cuadrada de madera pintada
de color gris sirvio como uno de los contextos y otra circular hecha de
material plastico rojo, (60 cm de alto X 40 cm de diametro) como el segundo
contexto. En ambas arenas el piso se cubridé con aserrin y en las paredes se

colocaron diferentes figuras irregulares de carton como sefales espaciales.

Las arenas fueron colocadas en el mismo cuarto con una iluminacion
controlada. Se coloc6 una video camara por encima de las cajas para grabar
todas las sesiones. Los objetos a discriminar fueron focos blancos (6-cm
diametro y 11-cm largo) y frascos transparentes de vidrio (5.5-cm diametro y
5-cm alto) y para los protocolos de reconsolidacion y consolidacién de nueva
informacion relacionada se utilizé un objeto extra que fue un foco blanco en
espiral (11-cm largo). Todos los objetos se fijaron al piso con Velcro, para
evitar que fueran desplazados por las ratas. Los objetos se colocaron en las
esquinas traseras de las cajas a 10 cm de distancia de las paredes. Para
evitar sefales olfativas los objetos se limpiaron minuciosamente con etanol

70% y el aserrin de las cajas se removi6 después de cada ensayo.



PROCEDIMIENTO CONDUCTUAL

En cada sesion los animales se llevaron del vivarium al cuarto experimental 2
horas antes del inicio de cada sesion y se dejaron 2 horas extras al finalizar
cada sesidén para evitar condiciones de estrés que pudieran afectar la

ejecucion de la tarea, asi como la consolidacion de la misma.

En todos los experimentos fueron balanceados los contextos, los objetos y su
posicion relativa. Se consideré6 como conducta de exploracion que el animal
dirija la nariz en direccion del objeto a una distancia <1 cm y/o que lo toque
con la nariz. Se calcul6é un indice de reconocimiento para los objetos que se
define como el tiempo de exploracion del objeto nuevo expresado en funcién
del tiempo total dedicado a la exploracién de los dos objetos (TIEMPO DE
EXPLORACION DEL OBJETO NUEVO / TIEMPO TOTAL DE EXPLORACION ). Un
indice de 0.5 indica que no hay preferencia por alguno de los objetos, un
indice de reconocimiento mayor a 0.5 indica que hay preferencia por el objeto

novedoso (Ennaceur and Delacour, 1988).

TAREA DE RECONOCIMIENTO DE OBJETOS

Durante 5 dias consecutivos los animales se manipularon durante un minuto
e inmediatamente después se colocaron en la arena sin objetos durante 3
minutos. En la fase de muestra, las ratas se colocaron en la arena mirando
hacia la pared opuesta al lugar donde se colocaron los objetos, para evitar
inducir alguna tendencia hacia alguno de los objetos y se les permitio

explorar libremente dos objetos idénticos, pudiendo ser dos frascos o dos



focos (que llamamos, A4y Az) durante 10 minutos. La prueba de memoria se
realiz6 90 min (memoria de corto plazo) o 24 horas después (memoria de
largo plazo). Durante la prueba de memoria, se le permitié explorar
libremente una copia idéntica del objeto previamente presentado (familiar,
que llamamos As3) y un nuevo objeto (que llamamos, B4) durante 3 minutos.
La inyeccion de la solucion vehiculo o de anisomicina se realizd
inmediatamente después de la fase de muestra (ver figura 2A). Los grupos
probados en la memoria de corto plazo fueron: PRH-VEH (n=4), CI-VEH
(n=6), HIP-VEH (n=8), ABL-VEH (n= 7); PRH-ANI (n=7), CI-ANI (n=5), HIP-
ANI (n=5), ABL-ANI (n=8). Los grupos probados en la memoria de largo plazo
fueron: PRH-VEH (n=9), CI-VEH (n=11), HIP-VEH (n=9), ABL-VEH (n=8);

PRH-ANI (n=10), CI-ANI (n=11), HIP-ANI (n=12), ABL-ANI (n=6).

TAREA DE RECONOCIMIENTO DE OBJETO EN CONTEXTO

Durante 5 dias consecutivos los animales se manipularon un minuto e
inmediatamente después se habituaron a los dos contextos (separados por
90 min) sin objetos, durante 3 minutos. En la fase de muestra 1, la rata se
colocé en una de las arenas (contexto 1) y se le permitié explorar libremente
dos objetos diferentes [un foco y un frasco (A1 y B4)] durante 10 minutos. La
fase de muestra 2 se realizé 24 horas después; en ésta, se coloco a la rata
en el contexto 2 con dos objetos idénticos [copias de los objetos presentados
previamente, pudiendo ser dos focos o dos frascos (A; y A3z)] y se le permitio
explorarlos liboremente durante 10 minutos. La prueba de memoria se realizé
90 minutos (memoria de corto plazo) o 24 horas (memoria de largo plazo)

después de la fase de muestra 2. Durante la prueba de memoria, se



reintrodujo a la rata al contexto 2 y se le permitié explorar libremente durante
3 minutos una copia del objeto previamente presentado en el contexto 2 (As)
y una copia del objeto presentado en el contexto 1 pero no presentado
previamente en el contexto 2 (B;). La solucién vehiculo o anisomicina se
inyecté inmediatamente después de la fase de muestra 2, con el objetivo de
evaluar la consolidacién de la asociacién de un objeto familiar presentado en
un contexto novedoso (ver figura 3A). Los grupos probados para la memoria
de corto plazo fueron: PRH-VEH (n=7), CI-VEH (n=5), HIP-VEH (n=7), ABL-
VEH (n=7); PRH-ANI (n=7), CI-ANI (n=5), HIP-ANI (n=7), ABL-ANI (n=5).
Para la prueba de memoria de largo plazo los grupos fueron: PRH-VEH
(n=10), CI-VEH (n=6), HIP-VEH (n=6), ABL-VEH (n=8); PRH-ANI (n=11), CI-

ANI (n=9), HIP-ANI (n=8), ABL-ANI (n=9).

PROTOCOLO DE RECONSOLIDACION Y DE ACTUALIZACION DE LA

MEMORIA

Durante 5 dias consecutivos todos los animales fueron manipulados por un
minuto e inmediatamente después introducidos a la caja experimental sin
objetos durante 3 minutos. En la fase de muestra, se le permitié explorar
libremente dos objetos idénticos, (A1 y Az) durante 5 minutos. Se realizé una
sesion de evocacion 24 horas después, se presentaron dos objetos durante 5
minutos una copia del objeto presentado previamente en la fase de muestra
(As3) junto con uno nuevo (B). En el protocolo de reconsolidacién se realizdé
una prueba de memoria 24 horas después se les permitié a las ratas explorar
libremente un objeto presentado previamente (As) junto con uno nuevo (C)

durante 3 minutos (ver figura 4A). En el protocolo de actualizacién de la



memoria se presentd un objeto que fue nuevo en la sesién de evocacion
(familiar, B4) junto con uno nuevo (C) (ver figura 5A). Se realizaron
inyecciones de vehiculo o muscimol 30 min antes de la sesion de evocacion y
una segunda inyeccion de solucidn vehiculo o anisomicina inmediatamente
después de la sesién de evocacion (ver figura 4A y 5A). Los grupos en el
protocolo de reconocimiento fueron: VEH-VEH (n=8), VEH-ANI (n=7), MUSC-
VEH (n=12), MUSC-ANI (n=7). Para el protocolo de actualizacién de la
memoria los grupos fueron VEH-VEH (n=13), VEH-ANI (n=6), MUSC-VEH

(n=7), MUSC-ANI (n=8).

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos estan expresados como medias * error estandar. Las diferencias
estadisticas entre dos condiciones fueron determinadas mediante el uso de la
prueba t-student no pareada y para determinar si un grupo es diferente del
nivel de azar (0.5) se utilizé la prueba t de una muestra. Se utilizé una prueba
de ANOVA de dos vias para evaluar las diferencias entre los grupos (farmaco
X area cerebral) un valor de P < 0.05 se acepté como estadisticamente

significativo.

HISTOLOGIA

Después de los tratamientos conductuales, las ratas recibieron una
sobredosis de pentobarbital sédico y se perfundieron transcardiacamente con
una solucién salina 0.9%. El cerebro se removié y se almacené a 4°C en una
solucién de formaldehido al 4% por 24 horas. Los cerebros se cambiaron a

una solucién de sacarosa al 30% hasta que dejaron de flotar. Se realizaron



cortes coronales de 40 um en la zona donde se implantaron las canulas. Los
cortes se montaron en laminillas con gelatina para procesarse con la tincion
de violeta de cresilo y se examinaron bajo el microscopio de luz para verificar

que el sitio donde fue implantada la canula fuera el correcto.



RESULTADOS (PRIMERA PARTE DEL PROYECTO)

Todos los animales incluidos en el analisis tuvieron implantada la canula en la

zona de interés (ver figura 2).

Figura 2. Microfotografias representativas de los sitios de inyecciéon. Se muestra un corte coronal
procesado con la tincion de violeta de cresilo de la: corteza perirrinal (PRH); corteza insular (CI);
hipocampo dorsal (HIP) y amigdala basolateral (BLA). La flecha sefiala el sitio de inyeccion.



Experimentos de Reconocimiento de Objetos

Durante el entrenamiento en la tarea de reconocimiento de objetos (fase de
muestra) los grupos exhibieron un tiempo similar en la exploraciéon a cada
uno de los dos objetos idénticos (Tabla 1). Se calculé6 un indice de
discriminacion como el tiempo de exploracion de uno de los objetos
expresado en funcién del tiempo total dedicado a la exploracién de los dos
objetos. Una ANOVA de dos vias indico que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos en las fases de muestra para

los grupos probados después en la memoria a corto o largo plazo (ver Tabla

1),

RECONOCIMIENTO DE OBJETOS

A)  FASE DE MUESTRA  B) FASE DE MUESTRA

(PARA MCP) (PARA MLP)
Vehiculo | Anisomicina Vehiculo | Anisomicina
PRH || 0.45+0.03 | 0.47 +0.01 0.49+0.02 | 049+0.01
Cl 0.51+£0.01 | 0.50 £0.01 0.48+£0.01 | 0.49 +0.01
HIP || 0.46+0.02 | 0.47 +0.01 0.49+0.02 | 0.49+0.02
BLA || 0.53+0.02 | 0.51+0.03 0.50 £ 0.00 | 0.49 +0.01
F =120 p=0.32 F7,68= 0.1 p=0.99

TABLA 1. indices de reconocimiento en la fase de muestra (dos objetos idénticos) expresado
en medias + SEM (A) Fase de muestra para el grupo probado en memoria de corto plazo
(MCP). (B) Fase de muestra para el grupo probado a largo plazo (MLP). Una prueba ANOVA
de dos vias mostrd que no existen diferencias estadisticas entre los grupos. Para el analisis
uno de los objetos se selecciond indistintamente como “novedoso”.

Como se puede observar en la figura 3A los animales se expusieron a dos

copias de un mismo objeto (fase de muestra), y 90 minutos o 24 horas



después se les presentd una copia de uno de los objetos previamente
mostrado, junto con un objeto novedoso (prueba de memoria). La Figura 3B
muestra el indice de reconocimiento para la memoria de corto plazo exhibida
para el objeto nuevo por los animales que recibieron la inyeccion de solucion
vehiculo o de anisomicina después de la fase de muestra. Los animales
microinyectados con la solucion vehiculo o anisomicina muestran una
preferencia estadisticamente significativa hacia el objeto novedoso en la
prueba de memoria de corto plazo. Una ANOVA de dos vias indicé que no
existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (F 742=

0.58, NS).

Interesantemente, en la prueba de memoria de largo plazo los animales
microinyectados con anisomicina ya sea en la corteza insular o en la corteza
perirrinal no mostraron preferencia entre el objeto novedoso y el objeto
familiar. Una prueba ANOVA de dos vias indico diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (F 767= 4.00, P<0.001). Una prueba post hoc
de Fisher revel6 que los grupos microinyectados con anisomicina en las
cortezas perirrinal e insular fueron diferentes de los grupos control inyectados

con solucién vehiculo (P’s<0.01) ver figura 3B.



RECONOCIMIENTO DE OBJETOS
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FIGURA 3. (A) Representacidon esquematica del protocolo conductual usado, 90 min (MCP),
24 h (MLP). (B) Iindices de reconocimiento en la prueba de memoria. Una prueba ANOVA de
dos vias para la memoria de corto plazo mostrd que no existen diferencias entre los grupos.
Una prueba ANOVA de dos vias para la memoria de largo plazo (MLP) mostrd que existen
diferencias significativas entre los grupos. Una prueba post hoc de Fisher indicé que los
grupos inyectados con anisomicina (ANI) en PRH o CI son diferentes de todos los grupos
controles inyectados con solucion vehiculo (VEH). ** p< 0.01.



Experimentos de reconocimiento de objeto en el contexto.

Con el objetivo de poder evaluar la memoria de reconocimiento del contexto
disefiamos un protocolo basado en el paradigma de preferencia de un objeto
familiar en un contexto novedoso (Dix and Aggleton, 1999), donde la
asociacion entre los objetos y las claves ambientales fueran las
caracteristicas predominantes a recordar (ver apéndice). Se permitié que las
ratas exploraran libremente dos objetos diferentes en el contexto 1 (fase de
muestra 1, ver Figura 4A). Veinticuatro horas después, se presentaron dos
copias idénticas de uno de los objetos presentado el dia anterior pero esta
vez en un contexto diferente (fase de muestra 2). Las inyecciones de solucién
vehiculo o de anisomicina se realizaron inmediatamente después de la
segunda fase muestra. Durante la prueba las ratas se colocaron en el
contexto 2 con una copia idéntica de cada uno de los objetos presentados en
la fase de muestra 1 (ver Figura 4A). Bajo estas condiciones las ratas
exploran mas un objeto familiar que es presentado en un contexto novedoso,
que un objeto familiar en un contexto en al cual habia sido presentado
previamente. Esta conducta se ve reflejada en un indice de reconocimiento
alto (ver los grupos controles microinyectados con solucién vehiculo en la

Figura 4B).

Durante la fase de muestra los grupos exhibieron un tiempo similar en la
exploracion para los dos objetos (Tabla 2). Una ANOVA indicé que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en la fase de
muestra 1 para ambas condiciones, ya sea en los grupos probados en

memoria de corto plazo; (F742 = 0.90, NS), o memoria de largo plazo (F7s9



=0.91, NS).

De

manera

similar,

se encontraron

diferencias

estadisticamente significativas en la fase de muestra 2 para los grupos

probados a corto plazo (F742 = 1.75, NS), o a largo plazo (F759 =0.76 , NS).

RECONOCIMIENTO DE OBJETO-CONTEXTO

A) FASE DE MUESTRA 1 FASE DE MUESTRA 2
(MCP)
Vehiculo Anisomicina Vehiculo Anisomicina
PRH || 0.47 £0.03 | 0.49+0.02 0.50+£0.02 | 047 £0.02
Cl 0.50 + 0.01 0.50 £ 0.01 0.54+0.01 | 047 +£0.02
HIP 0.49+0.02 | 0.49+0.01 0.51+0.02 | 0.46+0.03
BLA || 0.55+0.02 | 0.47 +0.06 0.52+0.02 | 0.43+0.03
F7y42= 0.90 p=0.51 F7'42= 1.75 p=0.12
B) FASE DE MUESTRA 1 FASE DE MUESTRA 2
(MLP)
Vehiculo Anisomicina Vehiculo | Anisomicina
PRH || 0.47 +0.03 | 0.49+0.01 0.47 £ 0.01 0.52 £ 0.01
Cl 0.47+ 0.02 0.51 +£0.01 0.47 +0.03 | 0.51+0.01
HIP |/0.48 £0.02 0.53+£0.02 0.46 £0.01 | 0.48+0.03
BLA [/0.51 +0.03 0.48 £0.02 0.49+0.01 | 0.51+0.03
F =091 p=0.50 F =0.76 p=0.61

7,59

7,59

TABLA 2. indice de reconocimiento en la fase de muestra expresado como la media + SEM.
(A) fase de muestra 1 (dos objetos diferentes en el contexto 1) y fase de muestra 2 (dos
objetos idénticos en el contexto 2) de los grupos probados en MCP. (B) Fase de muestra 1
(dos objetos diferentes en el contexto 1) y fase de muestra 2 (dos objetos idénticos en el
contexto 2) de los grupos probados en MLP. Una prueba ANOVA de dos vias mostré que no
existen diferencias significativas entre los grupos. Para el analisis uno de los objetos se
seleccioné indistintamente como “novedoso” en la fase de muestra 1y 2.



Como se observa en la Figura 4B, durante la prueba de memoria a los 90
minutos los animales, sin importar su condicion experimental, mostraron
preferencia por el objeto familiar presentado en el contexto novedoso. Esto
es, las ratas microinyectadas ya sea con solucion vehiculo o anisomicina
mostraron un indice de reconocimiento alto en la prueba de memoria de corto
plazo. Una ANOVA de dos vias indico que no existen diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos (F742 = 0.23, NS).

En la prueba de memoria de largo plazo solo los animales microinyectados
con anisomicina en el hipocampo, no mostraron preferencia hacia la relaciéon
del objeto familiar en un contexto novedoso. Una ANOVA de dos vias indico
que existen diferencias significativas entre los grupos (F759 = 2.39, P<0.05).
Una prueba post hoc de Fisher revel6 que el grupo inyectado con anisomicina
en el hipocampo fue diferente del resto de los grupos (p’s<0.05), excepto del
grupo BLA-ANI, indicando que el grupo tratado con anisomicina en el
hipocampo fue el uUnico que mostré un deterioro en la memoria de

reconocimiento de contexto de largo plazo (ver Figura 4B).



Indice de reconocimiento

RECONOCIMIENTO DEL OBJETO-CONTEXTO

A) Inyeccion
Muestra 1 | | Muestra2 | | Prueba |
10 min 'oahrs! 10 min '90 min 1min |
Contexto 1 Contexto 2\, 24 'S /"Contexto 2
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FIGURA 4. (A) Representacion esquematica del protocolo experimental utilizado, 90 min
(MCP), 24 h (MLP). (B) indice de reconocimiento en la prueba de memoria de
reconocimiento de la tarea de objeto-contexto. Una prueba ANOVA de dos vias para MCP
mostré que no existen diferencias significativas entre los grupos. Una prueba de ANOVA de
dos vias para MLP mostré que existen diferencias estadisticas entre los grupos. Una prueba
post hoc de Fisher reveld que el grupo HIP-ANI es diferente del resto de los grupos (p<
0.05), excepto del grupo BLA-ANI. ** p< 0.01 vs HIP-VEH.



RESULTADOS (SEGUNDA PARTE DEL PROYECTO)

Para cumplir con los objetivos en esta segunda parte del proyecto se
desarrollaron dos protocolos conductuales, el primero que Illamamos
protocolo de reconsolidacion y el segundo lo denominamos protocolo de

actualizacion de la memoria.

El protocolo de reconsolidacion consiste en presentar dos objetos idénti

cos (A-A) durante la fase de muestra, 24 horas después se presenta un
objeto consolidado mostrado en la fase de muestra (objeto a reconsolidar) y
un objeto novedoso, durante esta fase llamada evocacion (del objeto A). Se
realizaron inyecciones en la corteza perirrinal de muscimol o solucion salina
30 minutos antes de la evocacion, y de anisomicina o ACSF inmediatamente
después de la presentacion de los objetos, con el fin de afectar
diferencialmente la evocacion y la reconsolidacién del objeto A (ver figura 5).
En este experimento se evalué el efecto del bloqueo de la expresion

conductual de la evocacion sobre la reconsolidacion de la memoria.



Reconsolidacion

salina ACSF
muscimol anisomicina
(30 min) (inmediatamente después)
A B C
Fase de Fase de Fase de
muestra evocacion prueba
Allal > alBl > (A

Figura 5. Se muestra el protocolo utilizado para evaluar la reconsolidacién de la memoria de
reconocimiento de objetos. Se administré solucion salina 0 muscimol 30 minutos antes de la
evocacion y anisomicina 6 ACSF inmediatamente después de la evocacion en la corteza
perirrinal.

El protocolo de actualizacion de la memoria consiste en presentar dos objetos
idénticos (A-A) durante la fase de muestra. Veinticuatro horas después, se
presenta un objeto de la fase de muestra (ya consolidado) y un objeto
novedoso que se espera se consolide en esta segunda presentacion del
objeto familiar (A-B); durante esta fase, llamada evocacion (del objeto A), se
realizan manipulaciones farmacoldgicas en la corteza perirrinal con el fin de
afectar diferencialmente la evocacién de A, de la consolidacion de B (ver
figura 6). Para este fin se realizaron inyecciones en la corteza perirrinal de
muscimol o solucién salina 30 minutos antes de la evocacion y de
anisomicina o ACSF inmediatamente después de la presentacion de los
objetos (A-B). Veinticuatro horas después se hizo una prueba de memoria
para evaluar los efectos sobre la consolidacion de B con la presentacion de
los objetos B-C, los animales que consoliden B deben tener preferencia por C

(novedoso).



Actualizacion

salina ACSF
muscimol anisomicina

(30 min) (inmediatamente después)
A B C
Fase de Fase de Fase de
muestra evocacion prueba

AllA o4 h A B| o B

Figura 6. Se muestra el protocolo utilizado para evaluar la actualizacién de la memoria. Se
administré solucién salina o muscimol 30 minutos antes de la evocacion y anisomicina o
ACSF inmediatamente después de la evocacion.

Todos los animales incluidos en el analisis tuvieron implantadas las canulas

bilateralmente en la zona de interés (ver figura 7).

Figura 7. Microfotografia representativa del sitio de inyeccion. Se muestra un corte coronal
procesado con la tincion de violeta de cresilo de la PRH: corteza perirrinal. La flecha sefiala el sitio de
inyeccion.



Experimentos de reconsolidacion de la memoria

Como se puede observar en la figura 6 los animales se expusieron a dos
copias de un mismo objeto (fase de muestra) y 24 horas después se les
presentd una copia de uno de los objetos previamente mostrado junto con un
objeto novedoso (evocacion de la memoria). Se administré solucién salina o
muscimol 30 minutos antes de la evocaciéon y ACSF ¢ anisomicina
inmediatamente después de la evocacion. Veinticuatro horas después se les
presentd una copia del objeto que fue familiar durante la evocaciéon (objeto a
reconsolidar) junto con un objeto nuevo. La Figura 8 muestra el indice de
reconocimiento durante la fase de muestra, evocacién y prueba de memoria,
para los animales que recibieron la inyeccion de solucion salina o muscimol y

ACSF o anisomicina.

Durante la fase de muestra se observa un tiempo similar en la exploracién a
cada uno de los dos objetos idénticos. Se calculd6 un indice de
reconocimiento como el tiempo de exploracion de uno de los objetos
expresado en funcion del tiempo total dedicado a la exploracién de los dos
objetos. Una prueba t de una muestra, indicé que la exploracion de cada uno
de los objetos no es diferente de la ejecucion al azar, lo que indica que no
tuvieron preferencia por ninguno de los dos objetos (p=0.851) (ver figura 8,

fase de muestra).

Los animales inyectados con solucién salina antes de la evocacion muestran
preferencia por el objeto novedoso lo que indica que evocaron la informacién

del objeto familiar (a reconsolidadar); una prueba t de una muestra, indicé



que la exploraciéon del objeto novedoso es diferente de la ejecucion al azar
(p=0.021). Los animales que se inyectaron con muscimol antes de la
evocacion no muestran preferencia por ninguno de los dos objetos durante la
fase de evocacion, lo cual indica que no evocaron la informacion del objeto

familiar (prueba t de una muestra, p=0.340 ver figura 8, evocacion).

Para tener evidencia de una ejecucioén adecuada de la tarea bajo el efecto del
muscimol, se analizé el tiempo total de exploracion en la fase de evocacion.
Ambos grupos exhibieron tiempos similares en la exploracién total a los
objetos; una prueba t no pareada mostré que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos [t(25) = 1.04, P = NS (0.3)].
Esta observacion indica que el muscimol bloquea especificamente la
evocacion conductual, sin afectar las habilidades motoras, la motivacién a

explorar los objetos, o la ejecucién de la tarea (ver apéndice figura 16A).

En la prueba de memoria realizada 24 horas después de la evocacion, los
animales del grupo salina-ACSF exploraron preferentemente el objeto
novedoso lo que indica que reconsolidaron el objeto familiar durante la
evocacion (prueba t de una muestra, p=0.05). El grupo al que se le inyectd
muscimol-ACSF mostré preferencia por el objeto novedoso, aun cuando se
bloqueo la expresion conductual de la evocacion, indicando que estos
animales son capaces de reconsolidar la informacién (prueba t de una

muestra, p=0.014, ver figura 8, prueba).



Por otra parte, en los animales a los que se les inyecto salina-anisomicina se
bloqueo la reconsolidaron del objeto previamente consolidado, y esto se
puede observar en la figura 8 donde los animales no tienen preferencia por
ninguno de los objetos en la prueba realizada 24 h después (prueba t de una
muestra, p=0.981). Los animales del grupo muscimol-anisomicina mostraron
un efecto similar al no tener preferencia por ninguno de los dos objetos en la
prueba realizada 24 h después (prueba t de una muestra, p=0.981, ver figura

8, prueba).



Reconsolidacion

salina ACSF
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{30 minp (inmadiatamenta despuis)

A B c
Fase de Fase de Fase de
muestra evocacion prusba

[alla] — > [a]le] — > [aJE

oy
*
| PR PR R P PR R R P . |
]
> —
w
o
OO
1

[P TP T TP T B B |

to
. =
1 ICI>
ga_)h-
e
“ o
b S

=

@

E 70

8

€ B I sal
8 50

@ 4 ani
2 304

@

o

ge)

k=

-
[=]
L L 1
L L L A A A A '

L L L L L 1 L L 1 1

|

> — |
*
*

I

I 7 musGc
\ - ACSF
4 A B L 1 I
Muscimol N 7 (ot~
1l A
" musc

ani

Figura 8. Se muestran los indices de reconocimiento para la fase de muestra, la evocacion y la
prueba. Un indice por arriba de 0.5 refiere preferencia a uno de los objetos. Se observa que los
animales que tienen la inyeccién de muscimol en la corteza perirrinal durante la evocacién no
tienen preferencia por ningin objeto, lo que indica la imposibilidad de evocar el objeto familiar,
aun asi estos animales reconsolidan la informacién del objeto familiar, lo que se observa el dia de
la prueba al preferir C (objeto novedoso). Se observa que en los grupos en los que se administré
anisomicina inmediatamente después de la evocacion se afecta la reconsolidacion de A, efecto
que se observa en la prueba realizada 24 horas después. * p = 6 < 0.05, ** p = 0.01 [los grupos
fueron SAL/ACSF (n=8), SAL/ANI (n=12), MUSC/ACSF (n=7) MUSC/ANI (n=7)].



Experimentos de actualizacion de la memoria

Como se puede observar en la figura 9 los animales se expusieron a dos
copias de un mismo objeto (A-A, fase de muestra) y 24 horas después se les
presentd una copia de uno de los objetos previamente presentado junto con
un objeto novedoso (A-B, evocacién de la memoria). Veinticuatro horas
después se les presentd una copia del objeto nuevo durante la evocacion
(familiar en la prueba) junto con un objeto nuevo (A-C). La Figura 9 muestra
el indice de reconocimiento exhibido durante la fase de muestra, evocacién y
prueba de memoria, para los animales que recibieron la inyeccion de solucion
salina 6 muscimol y ACSF 6 anisomicina. En la fase de muestra se observa
un tiempo similar en la exploracion a cada uno de los dos objetos idénticos

(prueba t de una muestra, p=0.458 ver figura 9, fase de muestra).

Los animales inyectados con solucién salina antes de la evocacion muestran
preferencia por el objeto novedoso lo que indica que evocaron la informacién
del objeto familiar (previamente consolidado) (prueba t de una muestra,
p=0.0002). Los animales que se inyectaron con muscimol antes de la
evocacion no muestran preferencia por ninguno de los dos objetos durante la
fase de evocacion, lo cual indica que no evocaron la informacion del objeto

familiar (prueba t de una muestra, p=0.162 ver figura 9, evocacion).

El tiempo total de exploracion en la fase de evocacion, fue similar en ambos
grupos, sugiriendo que bajo el efecto del muscimol los animales ejecutaron

adecuadamente la tarea; una prueba t no pareada mostré que no existen



diferencias estadisticamente significativas entre los grupos [t(32) = 0.29, P =

NS (0.76)] (ver apéndice figura 16B).

En la prueba de memoria realizada 24 horas después de la evocacion, los
animales del grupo salina-ACSF mostraron preferencia por el objeto
novedoso, lo que indica que consolidaron el objeto (que fue novedoso
durante la evocacion) (prueba t de una muestra, p=0.0007). El grupo al que
se le inyectd muscimol-ACSF mostré preferencia por el objeto novedoso
durante la prueba, lo que indica que aunque se haya bloqueado la expresion
conductual de la evocacion los animales fueron capaces de consolidar la
informacion del objeto (que fue novedoso durante la evocacién) (prueba t de

una muestra, p=0.01 ver figura 9, prueba).

Por otra parte, en los animales a los que se les inyecto salina-anisomicina se
afectd la consolidacion del objeto novedoso, y esto se puede observar en la
figura 9, donde los animales no tienen preferencia por ninguno de los objetos
en la prueba realizada 24 h después (t de una muestra, p=0.749). Los
animales del grupo muscimol-anisomicina mostraron un efecto similar al no
tener preferencia por ninguno de los dos objetos en la prueba realizada 24 h
después, lo cual indica que la consolidacién del objeto nuevo se vio afectada

(t de una muestra, p=0.423 ver figura 9, prueba).
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Figura 9. Se muestran los indices de reconocimiento para la fase de muestra, la evocacion y
la prueba. Un indice por arriba de 0.5 refiere preferencia a uno de los objetos. Se observa
que los animales que fueron inyectados con muscimol en la evocacion no tienen preferencia
por ningun objeto, lo que indica la imposibilidad de evocar el objeto familiar; aun asi, estos
animales consolidan la informacién del objeto novedoso, lo que se observa el dia de la
prueba al preferir C (novedoso). Se observa que en todos los grupos en los que se
administré anisomicina inmediatamente después de la evocacion tienen danada la
consolidacion del objeto novedoso, efecto que se observa en la prueba 24 horas después. **
p=0.01 **p<0.001 [los grupos fueron SAL/ACSF (n=13), SAL /ANI (n=6), MUSC/ ACSF
(n=7) MUSC/ANI (n=8)].



DISCUSION

Consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos y objetos en contexto

La primera parte de este proyecto estuvo enfocada a investigar la
contribucion de diferentes regiones del I6bulo temporal en la consolidacion de
las tareas de memoria de reconocimiento de objetos y de objetos en
contexto. Estas dos tareas nos permiten disociar dos componentes
importantes de la memoria de reconocimiento, uno que es la identidad del
objeto, es decir el juicio de familiaridad hacia las caracteristicas particulares
del objeto (la representacion completa del estimulo), y el segundo es el
contexto especifico donde fue experimentado (Eichenbaum et al., 2007). La
tarea de reconocimiento de objetos esta basada en la discriminacion de la
familiaridad del estimulo y para una adecuada ejecucion el sujeto necesita
responder “qué” estimulo experimentd previamente. Por otro lado la tarea de
objeto en contexto esta basada en la asociacién de un estimulo con un
contexto especifico y para esto el sujeto necesita recordar “dénde”
experimentd previamente el estimulo. Es conveniente hacer notar que en
nuestro protocolo de la tarea de objeto en contexto, tanto los objetos como el
contexto eran familiares en la prueba de memoria, la uUnica informacién

novedosa era la relacion entre ellos.

Cuando el inhibidor de sintesis de proteinas se microinyecté inmediatamente
después de la fase de muestra en las cortezas insular o perirrinal se dafé la
consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos, pero no la
consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos en contexto. Por

otro lado, la administracién de anisomicina en el hipocampo dorsal bloqueé la



consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos en contexto, pero
no la de reconocimiento de objetos. Cuando la anisomicina se administré en
la BLA no se afectd la consolidacion de la memoria de reconocimiento de
objetos ni de objetos en contexto. Se ha descrito que la memoria de corto
plazo no requiere de la sintesis de proteinas (Davis et al., 1980); como
muestran los resultados, la inyeccidon de anisomicina en ninguna de estas
regiones tuvo efecto en la memoria de corto plazo ya sea en la tarea de

reconocimiento de objetos y de objetos en contexto.

El grupo de Gold, reporté que la anisomicina administrada en la amigdala o
en el hipocampo afectaba la memoria de largo plazo en la tarea de
prevencion pasiva. También mostraron la desregulacién de las aminas
biogénicas en la amigdala y en el hipocampo por la inyeccion de la
anisomicina; los niveles de norepinefrina, dopamina y serotonina se
incrementaron rapida y sustancialmente (hasta 17,000%) en la amigdala,
ademas en el hipocampo se incremento la liberacién de acetilcolina. Por esta
razon, sugirieron que los efectos observados en la memoria podrian deberse
al menos en parte, a la desregulacién de estos neurotransmisores. En este
proyecto de doctorado, no se analizé la liberacion de los neurotransmisores
que se vieron incrementados en los estudios del grupo de Gold; sin embargo,
aun existiendo estos incrementos en la amigdala, no se observé que afectara
la ejecucidon de los animales en la prueba de memoria de corto plazo, ni de
largo plazo en ninguna de las dos versiones de la tarea. En el caso de la

inyeccion de anisomicina en el hipocampo la memoria de corto plazo no se



vio afectada, lo cual podria descartar un efecto inespecifico del farmaco

(Canal et al., 2007; Qi and Gold, 2009) .

La memoria de reconocimiento ha sido relacionada con una red de regiones
corticales del lobulo temporal, que incluyen a las cortezas perirrinal,
parahipocampal, entorrinal y al hipocampo (Aggleton and Brown, 1999;

Malkova and Mishkin, 2003; Reed et al., 2004).

Se ha sugerido que las distintas regiones del l6bulo temporal estan
diferencialmente involucradas en el proceso de la memoria de
reconocimiento; se ha descrito que la corteza perirrinal es necesaria para que
los animales ejecuten bien la tarea de reconocimiento de objetos, pero no las
tareas con componentes contextuales y que el hipocampo es necesario
cuando la tarea tiene un componente contextual (Brown and Aggleton, 2001).
Nuestros datos apoyan esta doble disociacién funcional entre el hipocampo y
la corteza y proveen evidencia de la participacion de estas estructuras

especificamente en la consolidacién de la memoria de reconocimiento.

La corteza perirrinal es una regidn de asociacion multimodal que esta
densamente interconectada con areas que representan diversas modalidades
sensoriales, permitiendo el intercambio de informacion entre la corteza
perirrinal y las cortezas unimodales (Burwell et al., 1995). Esta conectividad
reciproca junto con los hallazgos de estudios donde evaluan la participacion
de la memoria de reconocimiento para diferentes modalidades sensoriales

(Otto and Eichenbaum, 1992; Suzuki et al., 1993; Buffalo et al., 1999;



Gutierrez et al., 2004), apoyan la idea de que multiples sistemas sensoriales
relacionados al reconocimiento de un estimulo activan la corteza perirrinal
(Brown and Aggleton, 2001; Murray and Richmond, 2001). De esta manera,
la asociacidon de las caracteristicas individuales que representan a un
estimulo como un todo (asociacién intra-estimulo de los componentes)
probablemente sean representados en la corteza rinal, mientras que las
asociaciones entre el estimulo y el ambiente (contexto) sean representadas

en el hipocampo (Brown and Aggleton, 2001).

Aunque se ha puesto particular atencion a la corteza perirrinal, es claro que
otras regiones corticales son también importantes para el procesamiento de
la memoria de reconocimiento. Recientemente se ha reportado que se
requiere de la corteza insular para que ocurra la consolidacion de la memoria
de reconocimiento tanto de objetos como de estimulos gustativos (Bermudez-
Rattoni et al., 2005). Estos resultados junto, con los obtenidos en este
proyecto, sugieren fuertemente que las estructuras corticales del Iébulo
temporal localizadas a lo largo del surco rinal son criticas para el

almacenamiento de la memoria de reconocimiento de objetos.

En un estudio realizado por el grupo de Mumby, reportaron que la lesion
permanente del hipocampo provocaba un déficit en los animales para
recordar objetos familiares en un lugar nuevo por periodos cortos de tiempo
(5 min) (Mumby et al., 2002). En dicho estudio se sugiere una participacion
del hipocampo en la memoria de reconocimiento de los objetos en contexto;

sin embargo, la metodologia utilizada (lesiones permanentes), no permite



identificar en que parte del proceso esta participando el hipocampo
(adquisicion, evocacién o consolidacién). En nuestro estudio, se realiz6 la
manipulacion farmacolégica inmediatamente después de la adquisicién, con
el propésito de afectar especificamente la consolidacion. Nuestros resultados
muestran que se requiere de la sintesis de proteinas en el hipocampo para
que ocurra la consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos en

contexto.

En conjunto, los resultados de la primera parte de este proyecto muestran
que las distintas regiones del lobulo temporal tienen una participacion
diferencial en la consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos y

de objetos en contexto.

Reconsolidacion y actualizacion de la memoria

Teniendo en cuenta que la corteza perirrinal es una estructura que participa
en la consolidacion de la memoria de reconocimiento, en la segunda parte de
este estudio se evalud la participacion de dicha estructura en la
reconsolidacion de la memoria mediante la inhibicion de la sintesis de
proteinas. Los resultados mostraron que la inhibicion de la sintesis de
proteinas en corteza perirrinal afecta la reconsolidacion. La relevancia de
este resultado es que por primera vez se muestra que esta corteza participa
en la reconsolidacion de la memoria y en particular en la memoria de
reconocimiento de objetos. Estos datos nos permitieron utilizar a la corteza
perirrinal como area cerebral de estudio para nuestro siguiente objetivo, que

fue evaluar el papel de la evocacion explicita en la reconsolidaciéon y



actualizacion de la memoria. La teoria actual de la reconsolidacién postula
que la memoria previamente consolidada se desestabiliza después de ser
evocada y para volver a estabilizarla se requiere una vez mas de la sintesis
de proteinas (Nader et al.,, 2000b; Nader and Hardt, 2009). Uno de los
controles conductuales mas utilizados en los experimentos de
reconsolidacion de la memoria, es hacer la manipulacién para afectar la
reconsolidacion (por ejemplo la inhibicion de la sintesis de proteinas) en
ausencia de la evocacion explicita y demostrar que la memoria permanece
intacta; de esta manera, se ha llegado a la conclusion que la evocacion es
indispensable para que ocurra la recosolidacion (Nader et al., 2000a; Rossato
et al., 2007). Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la
administracion de muscimol en la corteza perirrinal afecta la expresion
conductual de la evocacion en la tarea de reconocimiento de objetos.
Interesantemente la reconsolidacion y la actualizacion de la memoria
ocurrieron aun cuando la evocacioén fue bloqueada. Igualmente interesante es
el hecho de que la reconsolidacion y la actualizacién de la memoria fueron
dafiados (después de la inhibicién de la sintesis de proteinas) cuando la
expresion de la evocacion fue bloqueada. Estos datos sugieren fuertemente
que la evocacion explicita no es un requisito indispensable para que se lleven
a cabo dichos procesos de memoria. Estos resultados sugieren que la
evocacion y la reactivacion de la memoria podrian ser procesos disociables e

independientes.

Pero si no es la evocacion lo que inicia la reconsolidacion, ¢qué otro
componente de la memoria lo hace? Existe evidencia que muestra que la

reconsolidacion solo ocurre cuando la memoria es actualizada mediante



informacién relevante (Rodriguez-Ortiz et al., 2005; Morris et al., 2006;
Forcato et al., 2007; Hupbach et al., ; Rossato et al., 2007; Rodriguez-Ortiz et
al., 2008; Winters et al., 2009), lo que sugiere que la actualizacion de la
informacién podria activar a la memoria e iniciar la reconsolidacién, a través
de informacion entrante, capaz de fortalecer o modificar a la memoria

consolidada.

Estudios previos indican que después de la activacion la memoria
previamente consolidada, ésta es desestabilizada a través de un proceso
dependiente de proteosoma al que le sigue un proceso de reestabilizacion

dependiente de sintesis de proteinas (Lee, 2008; Lee et al., 2008).

Esta desestabilizacion de la memoria permitiria la integracion de informacion
relacionada en el largo plazo. De esta manera, o que proponemos es que la
entrada de nueva informacion es evaluada y la memoria que esta relacionada
es desestabilizada, después de lo cual, ambas informaciones (tanto la
desestabilizada como la informacioén entrante) son almacenadas a largo plazo

en un trazo de memoria actualizado.

Se ha reportado que la inyeccién de anisomicina en la amigdala central pero
no en la BLA dana la consolidacion y la reconsolidacion (Garcia-DeLaTorre et
al., 2009), mientras que la inyeccién de NBQX (antagonista de los receptores
AMPA) en la BLA dana la expresion conductual de la evocacion en el
condicionamiento aversivo al sabor (datos de nuestro laboratorio no

publicados). Estos datos sugieren que distintas subregiones de la amigdala



podrian estar involucrados diferencialmente en la evocacién y la activacion de
la memoria. Sin embargo, hacen falta estudios que nos permitan discernir si
en la corteza perirrinal existen regiones donde se lleven a cabo
diferencialmente la evocacion y la activacion de la memoria, ademas de
estudios enfocados a dilucidar los mecanismos por los cuales se lleva a cabo
la activacion de la memoria. Por esta razon en los experimentos futuros
estudiaremos la expresion de la proteina Arc (proteina asociada al
citoesqueleto regulada por la actividad) que es una proteina utilizada para
evaluar la activacion neuronal ya que su expresion basal es muy baja. De
esta manera, si la evocacion explicita es diferente de la activacién de la
memoria, la expresion de la proteina Arc nos podria indicar si las estructuras
relacionadas con la consolidacion se reactivan aun cuando la evocacion esté

bloqueada.

En conclusion, nuestros resultados muestran claramente que las distintas
regiones del I6bulo temporal tienen una participacién diferencial en la
consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos, donde la sintesis
de proteinas en las cortezas insular y perirrinal son indispensables para la
consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos y que para la
consolidacion de la memoria de objetos en contexto es necesaria la sintesis
de proteinas en el hipocampo. Los resultados de este trabajo también
muestran que la corteza perirrinal participa en la reconsolidacion de la
memoria de reconocimiento y que aun en ausencia de la evocacion
conductual la inhibicién de sintesis de proteinas afecta la reconsolidacion; sin

embargo, la memoria puede ser reconsolidada y actualizada aun en ausencia



de la evocacién conductual, dando evidencia de que la evocacion explicita no

es necesaria para que ocurra la reconsolidacion.



CONCLUSIONES (PRIMERA PARTE DEL PROYECTO)

Los resultados muestran que las cortezas insular y perirrinal son
indispensables para la consolidacion de la memoria de reconocimiento para
estimulos individuales (tarea de reconocimiento de objetos), mientras que el
hipocampo es indispensable para la consolidacion de la memoria de
estimulos en relacion con un contexto especifico (tarea de reconocimiento de
objetos en contexto). La amigdala no parece tener ninguna participacion en la

consolidacion de estas dos tareas (ver tabla 3).

CONSOLIDACION DE LA

V NO AFECTA MEMORIA DE RECONOCIMIENTO
X AFECTA ‘ OBJETO EN
OBJETOS CONTEXTO

CORTO LARGO CORTO LARGO

PLAZO PLAZO PLAZO PLAZO

Insular vV X vV vV

\/

Perirrinal X

v v
Hipocampo Vv v v X
v v

Amigdala

TABLA 3. Conclusiones de los experimentos en los que se evalud la participacion de algunas
estructuras del I6bulo temporal en la consolidacion de la memoria de reconocimiento de
objetos y objetos en contexto. Se observa que la inhibicién de la sintesis de proteinas en las
cortezas perirrinal e insular afectan la consolidacion de la memoria de reconocimiento de
objetos, mientras que la inhibicion de la sintesis de proteinas en el hipocampo afecta la
consolidacion de la memoria de reconocimiento para la tarea de objeto en contexto.



CONCLUSIONES (SEGUNDA PARTE DEL PROYECTO)

Los resultados obtenidos muestran que la inhibicion de la sintesis de
proteinas en la corteza perirrinal dafia la reconsolidacion de la memoria de
reconocimiento de objetos. Ademas, que el bloqueo de la expresion de la
evocacion explicita no afecta la reconsolidacion o la consolidacién de nueva
informacién, ya que se observa que los animales a los que se les inyecto
muscimol prefieren explorar mas el objeto novedoso en la prueba realizada
24 horas después. Sin embargo, la inyeccion de anisomicina dana la
reconsolidacion y la consolidacion de nueva informacién aun en ausencia de
la evocacion, lo cual se ve reflejado al no tener preferencia por ninguno de los
objetos durante la prueba de memoria. Los datos obtenidos sugieren que la
evocacion explicita no es necesaria para que ocurra la reconsolidacién como
lo sugiere la teoria actual y que durante la reconsolidacién puede ocurrir la

actualizacion de la memoria.
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APENDICE

Existe una modificacion al protocolo de la tarea de reconocimiento de objetos,
que permite evaluar la asociacion de los objetos con un contexto especifico.
Esta tarea basada en la preferencia de los roedores a explorar la novedad de
los estimulos evalua el reconocimiento de un objeto familiar en un contexto
diferente al cual habia sido presentado previamente (Dix and Aggleton,
1999).

En el protocolo estandar para evaluar la memoria de reconocimiento de
objetos en contexto, se habitua a los animales a dos contextos diferentes
para que se familiaricen con ellos. Después de la familiarizacion a los
contextos, se presentan dos objetos idénticos en uno de los contextos, y
después de un intervalo de tiempo, se presenta un par diferente de objetos
idénticos, en el segundo contexto. La prueba consiste en la presentacion de
uno de los objetos en el mismo contexto y un objeto familiar pero que no
habia sido presentado en ese contexto, evaluando de esta manera la

asociacion novedosa entre el objeto y el contexto (ver figura 10).
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FIGURA 10. Protocolo estandar de la tarea de reconocimiento del objeto en el contexto. Con
este protocolo se puede evaluar la asociacién novedosa entre un objeto familiar y un
contexto especifico en este ejemplo el objeto representado por el triangulo en el contexto 2.

Basados en este protocolo de reconocimiento de objeto en el contexto,
desarrollamos una protocolo que nos permitiria manipular la consolidaciéon de
un objeto en un contexto especifico. La razén por la cual no utilizamos el
protocolo estandar fue porque si realizabamos la inyeccién de anisomicina
inmediatamente después de cualquiera de las dos fases de familiarizacion,
podriamos afectar tanto la consolidacion de los objetos, como de los
contextos y no la consolidacion de la asociacién de uno de los objetos con un
contexto especifico. Ademas, el protocolo estandar no se habia podido utilizar
para medir memoria de largo plazo, en nuestro protocolo aumentamos el
tiempo de familiarizacion a los objetos con el fin de que la memoria de

consolidara a largo plazo.

En el protocolo que desarrollamos los animales fueron habituados a dos
contextos diferentes fisicamente (color, forma y de materiales distintos). Se
introdujo a los animales a cada contexto sin objetos por 3 minutos cada dia,

durante 5 dias consecutivos, los animales fueron habituados a los dos



contextos diariamente, la habituacién para cada contexto fue separada por 90

minutos (ver figura 11).

HABITUACION
l |
[ I
| DIA 1 | DIA 2 | DIA 3 | DIA 4 | DIA 5 |
3 MIN 3 MIN
90 MIN
—_
l | : |
EXPLORACION EXPLORACION
CONTEXTO 1 CONTEXTO 2

FIGURA 11. Esquema de habituaciéon a dos contextos con caracteristicas fisicas diferentes
durante 5 dias consecutivos. Las habituaciones a cada contexto estuvieron separadas por 90
minutos.

CONTROLES INTACTOS

En este protocolo en la fase de muestra 1 se presentan dos objetos distintos
con el fin de que estos se vuelvan familiares y al mismo tiempo se asocien a
un contexto especifico. En la fase de muestra 2 se presenta un par de copias
idénticas de uno de los objetos presentados en la fase de muestra 1 (objetos
familiares) en el contexto donde no habian sido presentados (contexto 2), es
importante mencionar que en esta fase tanto los objetos (familiarizados en la
fase muestra 1) como el contexto (familiarizados durante 5 dias en la
habituacion) son familiares la unica informacion novedosa es la asociacién

entre el objeto y el contexto y es esta relacion la que se evalua con la



preferencia de exploracion (ver figura 12). El tiempo de exploraciéon de los
objetos fue aumentado (10 minutos) en comparacién con los protocolos
estandar (3 minutos) con el objetivo de poder medir la memoria a largo plazo
y de esta manera tener un protocolo en el cual se pudieran hacer
manipulaciones para afectar la consolidacién de la memoria. La manipulacién
farmacolégica con este protocolo se puede realizar inmediatamente después
de la fase de muestra 2 y de esta manera afectar sélo la consolidacion de
asociacion novedosa entre el objeto y el contexto, sin afectar la consolidacién
de los objetos (consolidados en la fase de muestra 1) ni de los contextos

(consolidados en la habituacion).

| MUESTRA 1 | | MUESTRAZ2 | | PRUEBA |
| 10 min | 24 hrs | 10 min | 24 hrs | 1 min |

CONTEXTO 2

CONTEXTO 1 CONTEXTO 2

m o

FIGURA 12. Protocolo de la tarea de reconocimiento de objeto en el contexto.

Los resultados muestran que los animales controles (n= 15) son capaces de
discriminar el objeto que no se habia presentado en ese contexto cuando se
realiza la prueba de memoria a las 24 horas ({14=3.21, p<0.01). Los animales
no muestran preferencia por ninguno de los dos objetos durante la fase de
muestra en el contexto 1 (t14=1.17, p>0.05) ni en el contexto 2 (t14=0.41,

p>0.05) ver figura 13.
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FIGURA 13. Ejecucion de los animales controles en la fase de muestra y en la prueba
memoria de 24 horas (MLP) para la tarea de reconocimiento de contexto. El
reconocimiento representa la proporcidn del tiempo de exploracion del objeto nuevo
[OBJETO NUEVO/ (OBJETO FAMILIAR + OBJETO NUEVO )]. La linea punteada representa
el nivel de ejecucion de azar [un indice de 0.5% indica que no hay preferencia por alguno de

los objetos (**, p<0.01)].



CONTROL DE FAMILIARIDAD

En el protocolo experimental disefiado para el reconocimiento de contexto
uno de los objetos es presentado dos veces antes de la prueba de memoria,
mientras el otro objeto sblo se presenta una vez. Por esta razon se disefio un
experimento para explorar la posibilidad de que uno de los dos objetos se

volviera mas familiar y esto repercutiera en la prueba de memoria.

En la fase de muestra 1, la rata se colocé en una de las 2 cajas (contexto 1) y
se le permitié explorar libremente 2 objetos diferentes [un foco y un frasco (A1
y B4)] durante 10 minutos. La fase de muestra 2 se realizé 24 horas después.
La rata se coloco en el contexto 2 que contenia 2 objetos idénticos [copias de
uno de los objetos presentados previamente, ya sean dos focos o dos frascos
(A2 y A3)] y se les permiti6 explorarlos libremente durante 10 minutos. La
prueba de memoria se realizé 24 horas después (memoria de largo plazo) de
la fase de muestra 2. Durante la prueba de memoria la rata se reintrodujo al
contexto 1 y se le permitid explorar libremente durante 3 minutos una copia
de los objetos previamente presentados en el contexto 1, (A4 By) ver figura

14.



| MUESTRA 1 | | MUESTRAZ | | PRUEBA |
| 10 min | 24 hrs | 10 min | 24 hrs | 1 min |

CONTEXTO 1 CONTEXTO 2 CONTEXTO 2
— > — >
s ) (5]

FIGURA 14. Protocolo del experimento de control de familiaridad.

Para el grupo de control de familiaridad (n=6) los resultados muestran que los
animales no tienen preferencia por alguno de los objetos cuando se realiza la
prueba a las 24 horas (t5=0.84, p>0.05). Los animales tampoco muestran
preferencia por ninguno de los dos objetos durante la fase de muestra en el
contexto 1 (t5=0.31, p>0.05) ni en el contexto 2 (i5=0.48, p>0.05) ver figura

15.
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FIGURA 15. Ejecucion de los animales controles en la fase de muestra y en la prueba
memoria de 24 horas (MLP) para el protocolo de control de la familiaridad de los estimulos.
El indice de reconocimiento representa la proporcion del tiempo de exploracion del objeto
nuevo [OBJETO NUEVO/ (OBJETO FAMILIAR + OBJETO NUEVO )]. La linea punteada
representa el nivel de ejecucion de azar (un indice de 0.5% indica que no hay preferencia
para alguno de los objetos).
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FIGURA 16. Tiempo total de exploracién en los protocolos de reconsolidaciéon (A) y
actualizacion (B). Se observa un tiempo similar de exploracion total a los objetos entre
ambos grupos. Una prueba t no pareada mostrd que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos [t(25) = 1.04, P = NS (0.3)] en el experimento de
reconsolidacion; ni en el experimento de actualizacién [t(32) = 0.29, P = NS (0.76)].
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