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RESUMEN

RESUMEN

La memoria se ha dividido en memoria declarativa y no declarativa para dar cuenta de las
diferencias de recoleccion y expresion de la conducta en los animales. Desde los reportes de pacientes
amnésicos que han sufrido dafios en regiones del lobulo temporal medial se han realizados modelos
experimentales encargados de delimitar las areas cerebrales pertenecientes a uno u otro tipo de
memoria, ya que el dafio en estructuras como el hipocampo y las cortezas rinales no parecen afectar
tareas no declarativas.

En este trabajo aprovechamos las caracteristicas amnésicas del pentobarbital sddico para
determinar si es posible observar un efecto amnésico similar al que se presenta con dafio en el lobulo
temporal medial debido a que existe evidencia de que los anestésicos afectan la memoria declarativa
pero no la no declarativa.

Se Inyectd una dosis hipnoética de pentobarbital sodico (50 mg/ml) después de entrenar a los
sujetos en tareas de memoria declarativa cuya consolidaciéon se ha observado es dependiente de
estructuras del 16bulo temporal medial (reconocimiento de objetos, aprendizaje espacial del laberinto
acuatico y memoria gustativa). La memoria no declarativa se ha dividido en dos grandes grupos: la
memoria de procedimientos y la memoria emocional. En esta tesis se utiliz6 el condicionamiento
aversivo al sabor para estudiar la memoria emocional y el aprendizaje por clave del laberinto acuético
para la memoria de procedimientos.

Los resultados muestran que, en las tareas de memoria declarativa, los sujetos anestesiados
tienen un desempefo reducido en la fase de prueba comparandolo con los sujetos controles (inyeccion
de solucién salina 0.9%). Por otro lado, las ratas experimentales entrenadas en tareas no declarativas
tienen una ejecucion similar al grupo control. Esto indica que una dosis de 50 mg/ml de pentobarbital
sodico es capaz de suprimir las memorias declarativas pero no las no declarativas, concluyendo que es

posible disociar entre estas memorias con el uso de una dosis hipndtica de un anestésicos..

Palabras clave: memoria declarativa, memoria no declarativa, anestesia, amnesia, pentobarbital sodico.
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INTRODUCCION

A principios del siglo XX el filésofo francés Maine de Biran (1929) asume que existe un
mecanismo sencillo y automatico por el cual se logran asociaciones de eventos que subyacen a tres
diferentes formas de memoria. La memoria representativa es la forma mas compleja y se refiere a la
capacidad de “revivir” y pensar de manera consciente en las experiencias previas. Las otras dos formas
de memoria, la mecanica y la sensorial, difieren de la memoria representativa en dos principales
elementos. Primero, ninguna de estas dos formas de memoria tiene un acceso consciente. Segundo,
estas dos formas de memoria inconscientes estan restringidas en su expresion. Esto quiere decir que
solo se expresan cuando se presenta un situacion muy similar a la experiencia original. Especificamente,
la memoria mecanica se refiere al aprendizaje de movimientos a través de la repeticion que lleva a
incrementar la velocidad de ejecucion o coordinacidon. La memoria sensorial se origina a partir de una
experiencia emocional e involucra la evocacién del sentimiento sin la necesidad de recordar las
circunstancias de la experiencia emocional (Maine de Biran, 1929).

El psicélogo experimental William James propuso una diferencia similar entre la memoria
primaria, la capacidad de mantener y manipular informacion en la mente por periodos cortos de tiempo,
y la memoria secundaria que se refiere a un almacenamiento duradero y en algunas ocasiones
permanente. James, también distinguié entre memoria secundaria y un mecanismo automatico que
defini6 como habito. Influenciado por la descripcion de los arcos reflejos en los que un estimulo puede
provocar una respuesta motora especifica, James sugirid que los impulsos nerviosos utilizan con mayor
probabilidad las vias de reflejos previamente utilizadas, por lo tanto, un héabito se forma cuando una via
se ha utilizado con mucha frecuencia. La caracterizacion que James hizo sobre la memoria tiene grandes
similitudes con la vision de memoria declarativa y no declarativa que se han disociado a partir de
pacientes amnésicos (Squire y Zola, 1996).

Las estructuras del lobulo temporal medial y algunas regiones diencefalicas fueron de gran
interés en las investigaciones anatdmicas de la memoria a finales del siglo XIX y a principios del XX.
El psiquiatra ruso Sergei Korsakoff describié una serie de pacientes amnésicos, en su mayoria
alcohdlicos, con un sindrome psiquiatrico que involucraba la pérdida de memoria. Unas décadas
después, Alois Alzheimer, reportd un paciente que murié a la edad de 51 afios después de presentar
una pérdida progresiva de la memoria y cambios de personalidad y cognoscitivos. Estudios posteriores
demostraron que el sindrome descrito por Korsakoft se ve estrechamente ligado a dafios en los cuerpos

mamilares y el tdlamo, mientras que pacientes con una sintomatologia similar al que reportd
7



INTRODUCCION

Alzheimer tenian dafios en el hipocampo. La sintomatologia de ambos tipos de padecimientos tienen
en comun que se afecta la memoria representativa o secundaria de acuerdo a Maine de Biran y
William James respectivamente, pero no se hablé de una disociacion anatémica con la otra memoria

hasta afios después.

CASO H.M.

A pesar de las disertaciones filosoficas de la
experiencia y de las primeras aproximaciones al
estudio experimental de la memoria, no fue sino
hasta mediados del siglo XX cuando se tuvo por
primera vez un registro que evidencia la existencia

de diferentes formas de memoria sustentado en la

anatomia cerebral. A un paciente al que se le

Figura 1. Estas dos imagenes de resonancia magnética
muestran la ablacion de la porcion rostral del 1ébulo
temporal medial del paciente H. M. (flechas: areas con

sefial més brillante que indica liquido cefaloraquideo). tratar crisis epilépticas asociadas a un accidente
Tomado de Corkin et al., (1998).

denomindé H.M., se le practicé una lobotomia para

durante su infancia. En esta cirugia le extrajeron
estructuras del l6bulo temporal medial (fig. 1) como el hipocampo, la regidon parahipocampal (cortezas
entorrinal, perirrinal y parahipocamapal) y la amigdala (Milner y Penfield, 1955; Squire y Zola, 1996;
Moscovitch et al., 2005; Squire 2009). A partir de esta cirugia las crisis epilépticas de H.M. se
redujeron considerablemente, sin embargo, le produjo una amnesia global que le impidié formar
nuevas memorias. La amnesia se extendi6 a diferentes modalidades que abarcaban las memorias
expresadas de manera verbal y espaciales (Milner y Penfield, 1955; Shapiro et al., 1997; Burgess et
al., 2002; Squire, 2009). No obstante, se encontraron excepciones, es decir, este paciente pudo
aprender algunas tareas, especialmente las que se basaban en habilidades motoras y formacion de
habitos (Squire, 2009).

Esta disociacion visible en pacientes amnésicos en los que ciertas memorias estan presentes pero
otras ausentes llevdo a formular la dicotomia entre memoria declarativa y memoria no declarativa
(Squire y Zola, 1996). Esto supone una disociacion funcional entre dos sistemas; la memoria no
declarativa se encarga de modificar redes neuronales encargadas de la ejecucion perceptual,

cognoscitiva o motora (Squire y Zola, 1996; Moscovitch et al., 2005, Packard, 2009;), mientras que la
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memoria declarativa contiene elementos de codificacion, almacenamiento y recuperacion que llevan a
la expresion verbal de la memoria ( Tulving, 2001; Eichenbaum, 2004; Ferbinteanu et al., 2006).

Los sistemas cerebrales encargados del procesamiento de estas dos memorias se fueron
describiendo con la ayuda de experimentos con animales, adjudicando la participacion de las estructuras
del 16bulo temporal medial, como el hipocampo y cortezas rinales, a la memoria declarativa. Para la
memoria no declarativa no se describi®6 un tUnico sistema sino que se encontraron sistemas
especializados en tareas particulares, siendo el nucleo estriado un gran candidato para la formacion de
habilidades y habitos y la amigdala para condicionamientos con componentes aversivos o de

preferencia (Squire y Zola, 1996).

MEMORIA DECLARATIVA

Se ha propuesto que la memoria declarativa estd compuesta por: 1) la memoria semantica que se
refiere al almacenamiento de datos independientes de contexto (e.g. nombre de los estados de la
republica y sus capitales); y 2) la memoria episodica, que comprende los eventos incrustados en un
tiempo y espacio determinados (e.g. memorias autobiograficas). En conjunto, la memoria declarativa es
esencial para responder tres preguntas: ;qué? ;donde? y ;cuando? ocurridé una experiencia ( Tulving,
2001; Eacott et al., 2005; Babb y Crystal, 2006; Eacott y Easton, 2009; Ergorul y Eichenbaum, 2004),

siendo un puente entre el mundo exterior y el individuo (Rolls, 2000).

Sistema de memoria declarativa
El paciente H.M. es un ejemplo muy ilustrativo de la anatomia de esta memoria. A excepcion de

la amigdala, que se sugiere tiene una mayor participacion en la consolidacion de memorias
emocionales, las estructuras extraidas a este paciente forman el sistema hipocampal que se encarga de
formar la memoria declarativa (Squire y Zola, 1996; Rosenbaum, et al., 2001; Squire et al., 2004;
Moscovitch, 2005).

Ubicadas en el l6bulo temporal medial, la region parahipocampal (compuesta por las cortezas
entorrinal, perirrinal y parahipocampal denominada postrinal en ratas), el subiculum y el hipocampo
(regiones CA1-3 y giro dentado) forman en conjunto el sistema hipocampal de memoria (Rosenbaum et
al., 2001; Moscovitch ef al., 2005). La organizacion general del sistema (fig. 2; Squire y Zola, 1996;
Lavenex y Amaral, 2000; Eichenbaum et al., 2007), es que practicamente todas las areas de asociacion
mandan sus proyecciones hacia la region parahipocampal que rodea el hipocampo, y a su vez manda

eferencias hacia cada subdivision de esta Ultima estructura. Las subdivisiones del hipocampo estan
9
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Figura 2. Esquema del sistema hipocampal de memoria. La
corteza entorrinal es la principal fuente de proyecciones
hacia la region hipocampal (que incluye el giro dentado, las
regiones CA y el subiculum). Cerca de dos tercios de las
aferencias de la corteza entorrinal se originan en las
cortezas perirrinal y parahipocampal, que a su vez reciben
CORTEZA OTRAS proyecciones de las areas unimodales y polimodales de los

_ ENTORRINAL [ ] PR%E%XQ = l6bulos frontal, temporal y parietal. La corteza entorrinal

también recibe eferencias directas de la corteza orbito -

/ \ frontal, insular y el giro temporal superior. Todas estas

CORTEZA CORTEZA proyecciones son reciprocas. Tomado de Squire y Zola,
PERIRRINAL | PARAHIPOCAMPAL 1996.

N

AREAS DE ASOCIACION UNIMODALES
Y POLIMODALES
(Lobulos frontal, temporal y parietal)

FORMACION
HIPOCAMPAL

internamente conectadas por una via unidireccional que comienza en el giro dentado, continua hacia la
region CA3, luego hacia la region CAl y finaliza en el subiculum. Las eferencias que se generan en
CAl y el subiculum hacia la corteza utilizan vias de retro-alimentacion que recibe la region
parahipocampal que manda proyecciones de regreso hacia las areas de asociacion donde se originaron

las aferencias del 16bulo temporal medial.

Contribucion del sistema hipocampal a la memoria

Corteza perirrinal

Una gran cantidad de experimentos apoyan la hipotesis de que la corteza perirrinal participa en
la memoria de reconocimiento de objetos. Esta tarea se basa en la tendencia natural de los roedores por
explorar objetos novedosos en un ambiente (Ennaceur y Delacour, 1988). La tarea de reconocimiento de
objetos consta de tres fases principales, una de muestra y otra de eleccion, separadas por una fase de
retencion. En la fase de muestra, se le presentan a la rata uno o mas objetos en una arena abierta para
que los explore y se habittie a ellos. Al finalizar, se retira al sujeto de la arena y comienza la fase de
retencion, la cual puede ir de unos minutos hasta dias dependiendo de qué tanto se le quiere exigir a la
memoria. Al terminar la fase de retencion, se vuelve a introducir a los sujetos a la arena y se le
presentan una o mas copias de los mismos objetos de la fase de muestra junto con uno o mas objetos
novedosos. De acuerdo al paradigma del reconocimiento de objetos, las ratas tienen que pasar mas

tiempo explorando los objetos novedosos que los presentados en la fase de muestra.

10
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Esta tarea es considerada uno de los mejores modelos de memoria declarativa en roedores, ya
que la conducta de exploracion que realizan se da de manera espontanea, no necesita de reforzadores,
no necesita entrenamiento y ademds se puede separar de otra caracteristica atribuida al sistema de
memoria declarativa: el aprendizaje o navegacion espacial.

Comparando el desempeinio de ratas normales y ratas con lesion en la corteza perirrinal, se ha
observado una relacion inversamente proporcional entre el reconocimeinto del objeto presentado en la
fase de muestra y la extension del dafio en esta corteza (Mumby y Pinel, 1994; Mumby et al., 2007,
Albasser, et al., 2009). La interrupcion temporal del funcionamiento normal de esta estructura por
medio de anisomicina' (Balderas et al., 2008), lidocaina® (Winters y Bussey, 2005), muscimol, AP5 o
escpoloamina® (Winters, ef al., 2010) también afecta el desempefio de las ratas en esta tarea.

Aunque se ha resaltado el papel de la corteza perirrinal en la memoria de reconocimiento de
objetos o imagenes debido a que mantiene conexiones de gran relevancia con areas visuales (Eacott y
Gaffan, 2005; Hampton, 2005; Murray et al., 2005), la corteza perirrinal recibe informacion de casi
todas las areas de asociacion unimodales y polimodales olifativas, auditivas, visuales, visuoespaciales y
sensoriomotoras (Burwell y Amaral, 1998; Burwell, 2000; Furtak et al., 2007). Esta caracteristica
polisensorial de la corteza perirrinal ayuda a comprender la pérdida de discriminacioén olfativa con
lesiones en esta estructura en ratas (Otto y Eichenbaum, 1992), ya que se puede estar interrumpiendo la
comunicacion con la corteza olfativa (Burwell y Amaral, 1998).

También se ha mostrado que el bloqueo de los receptores muscarinicos de la corteza perirrinal
afecta la memoria gustativa (Gutiérrez et al., 2004). Las tareas que exploran esta memoria se han
utilizado para estudiar el procesamiento de un estimulo con dos posibles resultados (aversivo o seguro).
La memoria gustativa presupone una importancia adaptativa, ya que el ingerir alimentos dafiinos
suprime las funciones normales del organismo dejandolo expuesto a sus depredadores o puede provocar
muerte por envenenamiento. Como estrategia conductual, los animales ingieren un alimento nuevo en

menor cantidad (respuesta neofobica) que un alimento que ya se ha consumido previamente y se ha

1 La anisomicina es un inhibidor de la sintesis de nuevas proteinas (ISP). Este y otros ISP, como la cicloheximida, se han
utilizado ampliamente en el estudio de la memoria ya que la sintesis de proteinas es un pilar fundamental en la teoria de
la consolidacion de la memoria a nivel celular (McGaugh, 2000).

2 La lidocaina es un anestésico local que bloquea los canales de sodio (Na") dependientes de voltaje. El bloqueo de estos
canales de Na“ en la postsinapsis impide la despolarizacion de la membrana y por consecuencia la propagacion de la
sefial.

3 El muscimol es un agonista gabaérgico, el AP5 un antagonista de los receptores NMDA y la escopolamina un antagonista
colinérgico. El estudio de las consecuencias conductuales y moleculares por el bloqueo o activacion de estos receptores
es relevante para la memoria ya que se han asociado a procesos celulares de consolidacion de la memoria como la
potenciacion a largo plazo (PLP) o la depresion a largo plazo (DLP).

11
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reconocido como seguro. De esta manera, los animales evitan consumir los sabores novedosos porque
no conocen sus consecuencias gastricas. Si un sabor novedoso no produjo ningin malestar gastrico se
consumird en mayor cantidad progresivamente (atenuacion de la neofobia). Por otro lado, si después de
la ingestion de un alimento desconocido se presenta malestar gastrico, el animal asocia los efectos
nocivos con el sabor novedoso y evita consumirlo cuando se lo encuentre posteriormente (Bermudez-
Rattoni, 2004; Welzl et al., 2001).

La importancia adaptativa de la memoria gustativa se ha utilizado como paradigma conductual
para estudiar la memoria. John Garcia y cols. (1955) describieron un protocolo con el cual se
aprovechd la asociacion entre el malestar gastrico y el sabor novedoso. Este protocolo consiste en
presentar un sabor novedoso (estimulo condicionado) y parearlo con un malestar producido por una
inyeccion intra-peritoneal de cloruro de litio (LiCl, estimulo incondicionado), provocando lo que se
conoce como condicionamiento aversivo al sabor (CAS).

Se pueden observar diferencias en las curvas de aprendizaje de la memoria gustativa
dependiendo de las consecuencias del sabor novedoso en el estado fisico del animal (fig. 3). La
respuesta neofobica provoca que el sujeto consuma menos volumen del sabor novedoso en comparacion
con un sabor familiar (agua) presentado durante una linea base. En posteriores presentaciones, el animal

aumentard la ingesta del sabor novedoso de

200 . :
180 — ' : : ‘ manera paulatina, a lo que se le conoce como
— 160 — ‘ Py -
2 HJ N atenuacion de la neofobia. En el caso del CAS
& 120 r * ®  se ve una disminucién del consumo del
2 100 TRl e e € e o
- 804 - . . estimulo condicionado comparandolo con la
Y 60+ & T _& o :
L _ fase de neofobia, sin embargo, si el sabor se
-l 40 — @ N
40 [ ® SaborAversivo ] ) ]
20 - ® Sabor Seguro vuelve a presentar sin consecuencias nocivas,
0 . r .
linea 'B_ase l] ]/ ! '1 I 1T el sabor novedoso asociado al malestar géstrico
¥ : | ] L& ] !

Adquisicion ., .
Pruebas se consumird progresivamente en mayor
Figura 3. En esta grafica se muestra la curva de aprendizaje de la
memoria gustativa aversiva y segura. En la primer presentacion
del sabor novedoso (neofobia) se observa una disminucion de la (extincion del CAS), que se puede equiparar
ingesta comparandolo con una linea base. Los circulos obscuros
representan a un grupo de sujetos a los que se les indujo un con la curva de atenuacion de la neofobia.
malestar gastrico mediante un agente nocivo (por ejemplo, una L. ., .
inyeccién intraperitoneal de LiCl). Los circulos claros representan La corteza perirrinal surgi6 como posible
a otro grupo de sujetos a los que no se les indujo malestar por lo
que presentan atenuacuén de la neofobia. Modificado de
Bermudez-Rattoni, 2004.

cantidad hasta llegar a una asintota conductual

integradora del reconocimiento de los

alimentos seguros y aversivos, ya que un
12
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alimento (comida o bebida) lo componen diferentes estimulos sensoriales (olor, sabor, textura y
apariencia), por lo que esta informacién necesita integrarse para lograr saber qué tan apetitoso o
desagradable es un alimento (Murray y Richmond, 2001). La cortreza perirrinal al tener vias de
comunicacion no s6lo con areas unimodales sino que ademas con la corteza insular y la amigdala
(Burwell et al., 1995), dos regiones cerebrales vinculadas con la memoria gustativa (Bermudez-Rattoni,
2004; De la Cruz et al., 2008), hacen de la corteza perirrinal un blanco importante en el estudio de la
memoria gustativa.

Los experimentos de Gutiérrez y cols. (2004) demostraron la participacion de la corteza
perirrinal en la memoria gustativa en ratas inyectando escopolamina, AP5 o NBQX* en esta estructura.
Con la tarea de neofobia, s6lo se afectd la memoria inyectando escopolamina, mientras que en la tarea
del CAS, ningun farmaco produjo deficiencias en la ejecucion de los sujetos. Este experimento muestra
no soélo la participacion de la corteza perirrinal en la consolidacion de la neofobia sino que ademas
sugiere que el glutamato no contribuye en la consolidacion de la memoria gustativa ni aversiva ni
segura. El resultado negativo obtenido en la tarea del CAS sugiere que la asociacion de los estimulos
condicionado e incondicionado se forma en otras estructuras, probablemente en la amigdala debido al
contenido aversivo del malestar géstrico.

La gran variedad de aferencias de areas unimodales que recibe la corteza perirrinal la hacen una
estructura muy versatil dentro del estudio de la memoria, sin embargo, todas las tareas estudiadas
convergen en que es necesaria para la identificacion de estimulos o el reconocimiento, concepto que se
ha definido como el conocimiento de que un estimulo o clase de estimulos es uno y es el mismo a través

de diferentes instancias en las que se experimenta (Murray et al., 2005).

Corteza parahipocampal o postrinal
A diferencia de la corteza perirrinal, las eferencias de las areas polimodales que la corteza

parahipocampal recibe, sugieren que se involucra en tareas espaciales mas que visuales. No obstante, se
ha descrito que ambas estucturas se involucran en el aprendizaje contextual. El aprendizaje del
condicionamiento al miedo dependiente de contexto se ve afectado cuando se lesiona la corteza
perirrinal (Corodimas y LeDoux, 1995, Bucci, ef al., 2000, 2002) o la corteza postrinal (Bucci, et
al.,2000, 2002). Sin embargo, la lesién de estas estructuras no afecta la ejecucion de los sujetos en el
laberinto acudtico de Morris (Burwell et al., 2001; Winters et al, 2004). Por lo tanto, la corteza

perirrinal y parahipocampal aparentemente contribuyen al aprendizaje contextual pero no a la

4 Antagonista de los receptores AMPA.
13
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navegacion espacial. Otros experimentos han propuesto una disociacion entre las funciones de estas
cortezas. Con la tarea de reconocimiento de objetos, Norman y Eacott (2005), disefiaron una version
contextual en la que las ratas se habituaron a un grupo de objetos en un contexto y a un conjunto
distinto de objetos en otro contexto. Durante la fase de eleccion se le presentaron a los sujetos dos
objetos en un solo contexto, uno que pertence al contexto en el que se entrend (A) y otro que se
presentd en el otro contexto (B), de manera que B es incongruente con la habituacion de A y su
contexto. Las ratas a las que no se les practico lesion pasaron mas tiempo explorando el objeto B, al
igual que las ratas con lesion en la corteza perirrinal. Sin embargo, las ratas con lesion en la corteza
postrinal exploraron ambos objetos por igual.

Aunque las funciones especificas de cada regon para el aprendizaje contextual no esten muy
claras, una hipotesis dice que la corteza perirrinal y postrinal tienen roles separados pero
complementarios para el procesamiento de informacion contextual. Por ejemplo, la corteza postrinal
puede estar participando en el monitoreo y cambios del entorno, y la corteza perirrinal puede ser
necesaria para la codificacion de las caracteristicas del ambiente relevantes para la conducta (Furtak et

al., 2007).

Hipocampo
La gran variedad de investigaciones referentes al hipocampo, lo han hecho responsable de

diversas funciones. Por un lado, se tiene la teoria de su participaciéon en la memoria declarativa
sustentada en la sintomatologia amnésica que presentan pacientes que han sufrido dafio en el 16bulo
temporal medial (Squire y Zola, 1996). Sin embargo, en estos pacientes es comun que la extension del
dafio abarque otras regiones del sistema hipocampal por lo que no se sabe con certeza qué informacion
aporta el hipocampo para la memoria declarativa. Los modelos animales con lesiones en hipocampo
disefiados para recrear la sintomatologia de H.M. apoyaron su participacion en el proceso mnemonico
ya que dafios en esta estructura provocaron una disminucion en el desempefo de las tareas
conductuales. Una de las primeras investigaciones en primates no humanos que demostraron que el
hipocampo participa en la memoria declarativa fue el trabajo de Mishkin (1978), quien utiliz6 una tarea
de no igualacion a la muestra demorada (DNMS por sus siglas en inglés). Esta tarea es similar al
reconocimiento de objetos con la diferencia de que las tarcas DNMS pasan por una fase de
entrenamiento en el que a los sujetos se les ensefia mediante reforzadores a elegir un estimulo

novedoso. El dafio conjunto del hipocampo y la amigdala dafiaron significativamente la ejecucion de los

14
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sujetos en esta tarea. Sin embargo, unos afios después, 100 -
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resultados al demostrar que en su experimento original
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Mishkin, O'Keefe comienza a publicar sus trabajos que (AH), corteza rinal (Rh) y controles a los que no se

les practicé ninguna lesion (CON). Las graficas de

dieron origen al concepto de células de lugar (O'Keefe y la izquierda corresponden a un protocolo en el que

la fase de eleccion se realizo después de 10, 30, 60 y

Dostrovsky, 1971; O'Keefe et al., 1975; O'Keefe, 1976). 120 segundos después de la fase de muestra. Las

gréficas de la derecha corresponden a un protocolo

en el que los sujetos tenian que elegir el objeto

novedoso entre una lista de 3, 5 y 10 objetos. El

dafio a la corteza rinal afecta esta tarea, no asi el

que responden a lugares especificos en un ambiente, lo dafio a la lesion conjunta del hipocampo y la

amigdala, refutando asi los primeros resultados de

que llevé a pensar que la funcidon del hipocampo, o por Mishkin (1978). Modificado de Murray y Mishkin,
1998.

Casi de manera paralela a los experimentos de

En estos experimentos en ratas, se observo la existencia

de poblaciones delimitadas de neuronas en el hipocampo

lo menos de estas células de lugar en el hipocampo, es
crear relaciones espaciales de acuerdo a la geometria del entorno. Esta hipodtesis fue apoyada por los
experimentos en donde se observo una incapacidad de resolver tareas espaciales después de lesiones en
el hipocampo (Morris, 1984). No obstante, algunos trabajos ponen en duda la funcion tan especifica de
las células de lugar, al observar que estas mismas neuronas responden ante cambios de estimulos
visuales u olfativos (Anderson y Jeffery, 2003), ademas de que se ha descrito actividad similar a las
células de lugar en la corteza perirrinal (Burwell et al., 1998) y postrinal (Burwell y Hafeman, 2003).
Una tercer hipdtesis de la funcion del hipocampo menciona que en esta estructura se procesa
informacion contextual, definiendo el contexto como el conjunto de elementos que permanecen
constantes en un ambiente como colores, olores, texturas y formas que constituyen el fondo ambiental a
una situacion de aprendizaje (Burgess et al., 2001). Los experimentos con condiconamiento al miedo
dependiente de contexto apoyan esta hipotesis al demostrar que con lesiones en el hipocampo los
animales no presenatn cambios en la conducta después del entrenamiento (McNish y Gewritz, 2000;

Anagnostaras et al., 2001; Matus-Amat, 2004; Lang et al., 2009). Se han obtenido resultados similares
15
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Figura 5. En esta figura se muestra el experimento de
reconocimiento de objetos en contexto. Arriba, se describe el
protocolo que se utiliz6. En una primera fase de muestra se
expuso a los sujetos a un contexto con dos objetos diferentes
(A-B). Después de 24 hrs. se realizd una segunda fase de
muestra con dos copias de una objeto expuesto en la fase
anterior (A-A) pero en un segundo contexto. La prueba se
realizd 24 hrs. después presentando un objeto visto en el
segundo contexto (A) y un segundo objeto familiar en el
primer contexto pero novedoso en el segundo (B). Abajo, se
muestra la representacion grafica del indice de reconocimiento
del objeto B en la fase de prueba. Los sujetos controles
exploran preferentemente el objeto B porque es novedoso en
el segundo contexto. En este trabajo se inyectd anisomicina
después de la muestra 2 en cuatro estructuras diferentes del
lobulo temporal medial: corteza perirrinal (PRH), corteza
insular (CI), hipocampo (HIP) y la region basolateral de la
amigdala (BLA). Sélo la inyeccion de anisomicina en el
hipocampo tuvo efecto sobre la ejecucion de esta tarea,
concluyendo que es una estructura indispensable para el
reconocimiento contextual de estimulos. Modificado de
Balderas, et al., 2008.

MEMORIA DECLARATIVA

con otras tareas como con el
reconocimiento de objetos dependiente del
contexto al inyectar anisomicina en el
hipocampo (fig. 5; Balderas ef al., 2008).
Para tratar de integrar la variedad de
lesion en el

(2006),

efectos que provoca la

hipocampo, Smith y Mizumori
proponen una definicibon mas general de
contexto, la cual dice que el contexto se
refiere a cualquier circunstancia en
particular o conjunto de circunstancias que
tienen que ser diferenciadas de otras
situaciones para que los sujetos puedan
evocar la conducta correcta o la memoria.

La 1idea del procesamiento de
informacion contextual, de acuerdo a la
definicién clasica de contexto, se acopla
muy bien a la memoria declarativa porque se
necesita envolver a las vivencias en las
circunstancias en las que ocurrieron. No
esta vision de contextos

obstante, no

permitiria distinguir entre eventos que
sucedieron en el mismo lugar pero con
diferentes elementos de aprendizaje. La
propuesta de Smith y Mizumori (2006) de la

participacion del hipocampo, no como

compilador de informacidén topografica, sino como un integrador de elementos que componen una
situacion (fig. 6) tiene los convenientes de que:

1. Es posible consolidar eventos individuales en ambientes similares.
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2. Es congruente con la descripcion anatomica del sistema hipocampal que menciona que en el
hipocampo convergen la informacion de los objetos en un ambiente y la informacion espacial de
la corteza parahipocampal o postrinal.

3. Se observa al hipocampo como miembro de un sistema que cuando sus partes funcionan en

conjunto se tiene como resultado la memoria declarativa.

HIPOCAMPO ﬁ REGION
PARAHIPOCAMPAL

O’Keefe y Burgess,
Nadel (1978) et al. (2001) ~—— Formada por =
l l las Ctx.
y
y
. PERIRRINAL ENTORRINAL
= Relaciones entre i 4
'“f°m!af'°" caracteristicas del Gutiérrez, PARA
eéspacia ambiente et al. (2004); HIPOCAMPAL
umby y
\ / Pinel (1994)
Almacenada como l .
I Memoria de Bucch etal.
_ Smithy reconocimiento ( Buckley y)‘
MlzumoE (2006) Gaffan (1998)
Integracion de los l
elementos en una Procesamiento de
situacion de aprendizaje informacion sensorial

Figura 6. Esquema de la contribucion de las estructuras del sistema hipocampal a la memoria
declarativa. De acuerdo a la teoria de neuronas de lugar y procesamiento contextual, el hipocampo
contribuye con la informacion topogréfica de un ambiente, sin embargo, se ha observado que el papel
del hipocampo puede ser mas generalizado y que su participacion a la memoria declarativa puede ser
la integracion de los elementos que componen una situacion. La region parahipocampal, debido a sus
conexiones con areas polimodales y unimodales, tienen funciones de reconocimiento de estimulos y de
procesamiento perceptual, aportando al hipocampo la informacioén necesaria para llevar a cabo sus
funciones de integracion de la informacion.

MEMORIA NO DECLARATIVA

Las memorias no declarativas se concentran en aprendizajes que no necesitan un acceso
consciente para su evocacion. Habitos, condicionamiento clasico, facilitacion perceptual o priming, y en
general las habilidades adquiridas a través de entrenamiento que dependen de ejecucion motora mas que
de conocimiento factico, estan clasificadas como memorias no declarativas (Squire y Zola, 1996). A
diferencia de la memoria declarativa, en donde se ha descrito un sistema compuesto por diversas
estructuras cerebrales (cada una con funciones diferentes pero con un proceso cognitivo en comun), en

la memoria no declarativa no se puede identificar un nico sistema. La memoria no declarativa es un
17
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término que engloba un conjunto de habilidades que tienen varias caracteristicas comunes, como la
capacidad de ser ejecutadas sin necesidad de la experiencia subjetiva de estar realizdndolas
(inconsciencia). Las habilidades que componen esta memoria se agrupan como tal por categorizacion,

no porque compartan una anatomia o sistemas funcionales.

Memoria de procedimiento

Si la memoria declarativa responde al qué, donde y cudndo de una experiencia, la memoria de
procedimentos responde al como (Cohen y Squire, 1980). Esta definicion incluye tanto la ejecucion
motora (habilidades adquiridas a través de entrenamiento como manejar) como los procedimientos que
se pueden realizar de manera cognoscitiva (aprendizaje de reglas o algoritmos de una situacion cémo
jugar ajedrez). Los héabitos tambien forman parte de la memoria de procedimientos y se definen como la
adquisicion gradual de asociaciones estimulo-respuesta (Knowlton et al., 1996; Packard y Knowlton,
2002).

Estos tres elementos sugieren la existencia de memorias de procedimientos motoras y no
motoras con similitudes fundamentales, entre ellos la inconsciencia y el entrenamiento constante que
lleva a un aumento en la rapidez y eficiencia de la ejecucion (Rosenbaum et al., 2001). Sin embargo,
también se han descrito diferencias, por ejemplo, los movimientos motores se planean de acuerdo a la
geometria del ambiente y tienen que reclutar 6rganos efectores, pero en los procedimientos no motores
la planeacion y ejecucion no son tan faciles de discernir y el modo de expresion es mas general, por
ejemplo el saber las reglas de un juego (Willingham, 1998).

Estudios con humanos y neuroimagen funcional han descrito una actividad de los ganglios
basales relacionada con el aprendizaje y ejecucion de las memorias de procedimientos (Doyon et al.,
2009). Esta idea es congruente con la descripcion de los mecanismos de plasticidad posteriores al
entrenamiento de tareas de procedimientos en neuronas del nticleo estriado (Di Filippo et al., 2009;

Wickens, 2009).

Ganglios basales
De acuerdo a la descripcion de White (2009), en primates el nticleo caudado se puede dividir en

dos partes: el dorsal anterior y el dorsal posterior y se considera estrechamente relacionado con el
putamen. La frontera entre el caudado dorsal anterior y el putamen se encuentra en la cépsula interna.
Al referirse al conjunto de ambas estructuras se les denomina corpus striatum (cuerpo estriado) o
neostriatum (neoestriado) para distinguirlos de otras estructuras estriatales. El termino ganglios basales
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comprende el neoestriado junto con otras estructuras como el nucleo subtalamico, el globus pallidus,
substancia negra y el nicleo accumbens (o estriado ventral). En ratas, la ausencia de la capsula interna
hace que el caudado y el putamen se consideren como una sola estructura nombrada caudoputamen o
estriado dorsal para diferenciarlo del estriado ventral (nucleo accumbens).

Los ganglios basales son una division muy grande dentro del cerebro por lo que sus funciones
son muy heterogeneas. Generalmente, son reconocidos por su relevancia en la motricidad’, pero hay
evidencia de que no se limitan a la locomocion sino que contribuyen al aprendizaje de memorias de
procedimiento (Kimura, 1995; Balleine et al., 2009; Da Cunha et al., 2009). Debido a sus multiples
funciones, los ganglios basales se han dividido en circuitos dependiendo de sus conexiones.

La estructura con més aferencias es el neoestriado que tiene comunicacion con la neocorteza asi
como con el estriado ventral que recibe informacion del sistema limbico. Las eferencias de los ganglios
basales son menos profusas y se limitan a estructuras como el tdlamo y la corteza prefrontal. Se ha
descrito que los circuitos que se forman en los ganglios basales estan segregados, con proyecciones de
la corteza a regiones estriatales especificas y con eferencias hacia el pallidum o substancia negra. Las
eferencias de los circuitos continuan segregadas de estas ultimas estructuras hacia nacleos especificos
del tdlamo que proyectan a diferentes regiones corticales, principalmente al loébulo frontal. Estos
circuitos se han clasificado dependiendo de su objetivo en la corteza frontal, por lo que se han descrito
circuitos motores, de asociacion y limbicos (fig. 7; Alexander y Crutcher, 1990; Joel y Weiner, 2000).

Se ha propuesto que los circuitos cerrados que forman el sistema corticioestriatal son un medio
para seleccionar y coordinar diferentes acciones o respuestas (McHaffie er al,, 2005). Para que los
ganglios basales se involucren en la seleccion de respuestas tiene que haber una integracion de los
circuitos que coordine la salida de informacion. Ademas de los circuitos cerrados hay proyecciones que
forman circuitos abiertos que modulan la
actividad de otros circuitos, por ejemplo, el circuito limbico es capaz de influenciar los otros circuitos
estriatales a través de sus proyecciones hacia las neuronas dopaminérgicas en la substancia negra®
(Haber et al.,2000; Joel y Weiner, 2000). Esta caracteristica del circuito estriatal limbico sugiere que la

motivacion y la recompensa son importantes para la seleccion de respuestas’.

5 Los ganglios basales participan en el control y seleccion de movimientos voluntarios (Mizumori et al., 2009).

6 Ademas de las eferencias corticales hacia el estriado, los ganglios basales reciben proyecciones dopaminérgicas de la
region pars compacta de la substancia negra hacia el estriado dorsal, y del area tegmental ventral hacia el estriado
ventral.

7 La dopamina se ha asociado estrechamente con el papel del reforzamiento en la memoria (Winterbauer y Balleine, 2007).
Los pacientes con enfermedad de Parkinson quienes presentan una disminucion en los niveles de dopamina en el
estriado, no pueden aprender correctamente tareas de ensayo y error en las que la conducta se modifica por
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Figura 7. En este esquema se muestran los tres circuitos cortico-estriatales principales
basados en sus objetivos en el 16bulo frontal. Los circuitos se dividen en: motor, asociativo
y limbico. El circuito motor incluye regiones del l6bulo frontal involucradas en funciones
motoras, el circuito de asociacion incluye regiones prefrontales que reciben eferencias
corticales polimodales y en el circuito limbico se involucran regiones frontales que se han
asociado con la regulacién de la motivacion y la conducta. Principalmente, estos circuitos
se encuentran cerrados, lo que quiere decir que las estas regiones corticales mandan sus
proyecciones a areas estriatales que eventualmente proveen de aferencias a la misma
region cortical. Se ha hipotetizado que la arquitectura cerrada de los circuitos cortico-
estriatales es un medio eficiente para la seleccion y coordinacion de diferentes acciones o
respuestas (Hikosaka, 1998).

El estriado dorsal y la memoria de procedimientos
La descripcion general de los ganglios basales menciona que la seleccion de respuestas depende

de sus circuitos, pero no menciona su relacion en el aprendizaje de procedimiento, por eso es importante
distinguir aquellos circuitos vinculados con este proceso. En el estriado dorsal se pueden identificar dos
nucleos, el caudado y el putamen que son las estructuras de los circuitos asociativo y motor que mas
proyecciones reciben (Graybiel, 2000; Kimura, 1995).

El ntcleo putamen es parte del circuito motor y su funcion en la memoria se centra en el
aprendizaje de habilidades motoras. Dentro de las regiones corticales que proyectan hacia el putamen se
encuentra la corteza premotora asociada a la planeacion del movimiento. Por lo tanto, el putamen puede
estar involucrado en el aprendizaje y ejecucion de héabitos en donde una respuesta en particular se
vincula con un elemento especifico del entorno (Yin y Knowlton, 2006). Con estudios
electrofisiol6gcos en primates no humanos se ha observado que las neuronas del putamen responden
mientras se ejecutan movimientos habituales o sobreentrenados (Kimura et al., 1993). En contraste, el
caudado puede estar involucrado en funciones ejecutivas por sus conexiones con la corteza frontal. Las
neuronas del nicleo caudado responden ante acciones orientadas a metas y memoria de trabajo (Levy et

al., 1997). En pacientes con corea de Huntington, en la que existe una degeneracion neuronal del nticleo

retroalimentacion (Shohamy et al., 2004).
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caudado, se observa un déficit en habilidades cognosctivas como sustraer las reglas de una tarea
(Watkins et al., 2000).

En roedores la distincion entre caudado y putamen no es tan clara por lo que muchos de los
estudios que se hacen con lesiones no consideran una divisidn entre estas estructuras y se lesionan
ambas por igual. No obstante, estos experimentos han demostrado que la lesion del estriado dorsal

afecta tareas de condicionamiento tanto clasico como operante (Grahn ef al., 2009; White, 2009).

Amigdala y condicionamiento aversivo al sabor
Las tareas con reforzadores son utiles porque permiten explorar los estados afectivos del sujeto

mediante una medida indirecta: orientacion, aproximacion o alejamiento a un estimulo. Estas conductas
suponen respuestas internas no observables de las que han derivado los modelos de miedo y ansiedad y
el estudio de las estructuras participantes en la asociacion de los estimulos condicionado e
incondicionado en un modelo de condicionamiento. Se ha descrito que los eventos con alto contenido
emocional son mds faciles de recordar y también se ha observado que la amigdala es una de las
estructuras mas importantes para el procesamiento de este tipo de informacion (Rogan et al., 1997;
Rosen y Donley, 2006; Marschner ef al., 2008).

La participacion de la amigdala en el CAS se ha observado a lo largo de la literatura. Esta tarea
ya se describio con anterioridad, pero en resumen consta de una asociacion de un sabor novedoso con
un malestar gastrico inducido por una inyeccidn intraperitoneal de un irritante gastrico como LiCl. El
sabor novedoso hace la funcion de estimulo condicionado (EC), el irritante géstrico de estimulo
incondicionado (EI) y como resultado se obtiene la respuesta condicionada que se observa a través de
una disminucion del consumo del sabor novedoso en la siguiente presentacion (Garcia, 1955). Esto
quiere decir que las sefiales del estimulo gustativo tienen que converger en algun punto con sefiales
viscerales para que se de la asociacion.

En la descripcion de la transmision de sefiales de los estimulos del CAS, las vias del sabor
novedoso y las sefales viscerales provocadas por el EI pasan por diferentes estructuras de las cuales se
ha observado que el subnticleo dorsolateral del ntcleo parabraquial es de gran relevancia para la
deteccion del sabor (Bermudez-Rattoni, 2004; Yamamoto, 2007). A partir de esta estructura, la via del
sabor novedoso continua hacia 3 diferentes regiones: hacia el nticleo basalis magnocelularis que puede
estar contribuyendo con sefializacion colinérgica involucrada en la consolidacion de la memoria (Naor y

Dudai, 1996; Harder et al., 1998; Winters et al., 2006), hacia la corteza insular (corteza gustativa) a
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través de conexiones del subnucleo dorsolateral con el tdlamo ventropostermedial; y hacia la region
basolateral de la amigdala (BLA) donde también convergen las otras dos vias (Bermudez-Rattoni,
2004). La informacion procesada en la BLA puede estar contribuyendo al valor hedonico del estimulo
(Yamamoto, 2007).

En la via del EI, el subntcleo lateral exterior del niicleo parabraquial recibe informacion visceral
del nervio vago y del area postrema. El subnucleo lateral manda sus proyecciones hacia el talamo
ventroposterolateral que manda eferencias hacia la corteza insular. El subnucleo lateral exterior también
manda proyecciones hacia la region central de la amigdala donde también llegan eferencias de la via
que pasa por el talamo ventroposterolateral (Bermudez-Rattoni, 2004). La amigdala central se ha visto
estrechamente involucrada con la consolidacion del CAS, ya que la inhibicion de la sintesis de nuevas
proteinas en esta estructura produce un efecto amnésico de esta tarea (De la Cruz et al., 2008;

Yamamoto, 2007) .

DISOCIACION ENTRE TIPOS DE MEMORIA

A pesar de que nos hemos enfocado en las diferencias anatomicas y conductuales entre la
memoria declarativa y no declarativa, existen evidencias de la participacion de estructuras de un sistema
que afectan la memoria de una tarea que se asume especifica de otro sistema o estructura. Sin embargo,
no queremos asumir una postura de exclusividad del sistema hipocampal para la memoria declarativa,
ni que las estructuras participantes para la memoria no declarativa estén aisladas para sus funciones
mnemonicas. Lo que compete a este trabajo no es la incompatibilidad® ni la cooperatividad® entre los
sistemas, nuestro interés es saber los limites entre la memoria declarativa y no declarativa sin sugerir la
independencia entre los sistemas, pero si una especializacion que los hace suficientes y necesarios para

resolver ciertas tareas.

El caso del condicionamiento aversivo
El condicionamiento cldsico se refiere a los protocolos estimulo-respuesta en los que se

fortalecen las entradas sensoriales del estimulo junto con las vias de salida de las respuestas motoras

8 Sherry y Schacter (1987) sugirieron que los sistemas neuronales independientes evolucionaron para procesar informacion
incompatible. Esta teoria dice que las memorias para hechos y situaciones son incompatibles con la memoria de
habilidades estereotipadas y habitos.

9 La postura de cooperatividad entre memorias menciona que en cualquier situacion de aprendizaje, cada sistema adquiere
una representacion de la situacion con cierta coherencia que determina la amplitud de su actividad. En algunas
situaciones la actividad de los sistemas puede promover el mismo comportamiento o partes diferentes de una conducta
compleja requerida para realizar una tarea.
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presentes al momento de la sefalizacion del reforzador (Horvitz, 2009). Generalmente, en los
condicionamientos que utilizan estimulos que provocan aversion o dolor se considera a la amigdala
como la estructura principal para la consolidaciéon de estas memorias, como en el caso del
condicionamiento al miedo. Sin embargo, hay experimentos en ratas que demuestran que la lesion del
estriado dorsal afecta las tareas de condicionamiento aversivo. En los experimentos de Viaud y White
(1989), se entrend a las ratas para que parearan un estimulo con un choque en las patas. Después del
entrenamiento, se privo a los sujetos de agua y se les permitié beber de un bebedero. Mientras las ratas
bebian se presento6 el estimulo con el que habian sido entrenadas. Las ratas control a las que no se les
realizd ninguna lesion presentaron conducta de congelamiento, que se observo con el niimero de
lenguetazos que las ratas daban al bebedero, pero las ratas a las que se les practicé una lesion en el
estriado no presentaron la conducta de congelamiento que es natural de las ratas ante el miedo.

En un experimento similar se entrend a dos grupos independientes de ratas en dos protocolos de
condicionameinto al miedo diferentes (Ferreira et al., 2003). Uno en el que se pare6 un tono con un
choque en las patas y otro en el que se pareo6 el contexto (caracteristicas ambientales) con los choques.
Las ratas control presentaron conducta de congelamiento en ambos protocolos pero las ratas con lesion
en el estriado dorsal presentaron esta conducta sélo en el entrenamiento contexto-choque, sugiriendo
que dependiendo de la demanda de la tarea es el sistema cerebral reclutado para la consolidacion de la
memoria. Por otro lado, la memoria del protocolo contexto-choque se ve afectada por el bloqueo de los
receptores NMDA'® del hipocampo pero no la tarea tono-choque (Matus-Amat et al., 2007).

La variedad de protocolos que se utilizan para estudiar la memoria de condicionamiento al
miedo provee un primer andlisis al por qué de los resultados tan hetereogeneos con lesiones en
estructuras cerebrales. Las condiciones de los protocolos indican los sistemas que van a ser mas
relevantes para la consolidacion de la informacion. En el caso de la tarea contexto-choque, las
condiciones ambientales son de gran relevancia para que se logre la asociacion entre los estimulos, si se
nulifica la actividad de la estructura encargada de procesar el indicador del estimulo nocivo, es de
esperarse que al momento de la prueba conductual haya un efecto amnésico del entrenamiento. En el
caso de los experimentos de Viaud y White (1989), puede ser que las lesiones en el estriado dorsal no
afecten la memoria sino la sensibilidad a los estimulos nocivos debido al procesamiento sensorio motriz

que se lleva acabo en esta estructura.

10 La neurotransmision glutamatérgica, en la cual los receptores NMDA tienen un papel muy importante, ha resultado ser
de gran relevancia para la formacion de la memoria. Se ha observado la participacion de los receptores NMDA en la
plasticidad sinaptica y en la sintesis de proteinas necesarias para la memoria como BDNF (Li y Tsien, 2009).

23



DISOCIACION ENTRE TIPOS DE MEMORIA

El caso del aprendizaje espacial
Las evidencias de los estudios clinicos en humanos y los modelos animales sugieren un contraste

entre las memorias declarativas (episoddicas, espaciales y contextuales), mediadas  por el sistema
hipocampal y las memorias de procedimientos o héabitos consolidadas en el nucleo estriado. Estas
descripciones anatomicas entre las memorias declarativas y las de procedimientos pueden ser
simplificaciones de procesos de incompatibilidad del procesamiento de la informacion llevada acabo en
cada sistema o estructura. No obstante se han descrito problemas de aprendizaje espacial después de
provocar lesiones en el estriado en ratas (Devan y White, 1999) y estudios neurofisioldgicos muestran
activacion de las neuronas del estriado ante tareas dependientes de contexto (Gardiner y Kitair, 1992;
Mizumori et al., 1999; Eschenko y Mizumori, 2007). El laberinto acuatico de Morris (WM por sus
siglas en inglés) se ha utilizado para hacer la disociacion anatémica entre el sistema hipocampal y el
caudado dorsal. Esta tarea utiliza un laberinto acuatico de campo abierto de forma circular. Las ratas son
colocadas dentro del laberinto del cual pueden escapar encontrando una plataforma no visible para la
rata porque esta por debajo del nivel del agua. Por lo tanto, la plataforma no tiene claves con las que las
ratas se puedan guiar hacia ella. En cambio, el laberinto est4d rodeado por claves espaciales que las ratas
tienen que utilizar para localizar la plataforma. El protocolo conductual describe una fase de
entrenamiento que se puede extender por varios dias dependiendo del experimento. Cada dia de
entrenamiento consta de varios ensayos (maximo 1 min por ensayo) en los cuales se puede observar una
mejora conductual graficando una curva de aprendizaje de los sujetos. La segunda fase es el dia de la
prueba donde se evalua el aprendizaje de las fase de entrenamiento. El desempefio de los sujetos se
mide cronometrando la latencia (el tiempo que tardan los sujetos en llegar a la plataforma desde el
punto de inicio) o midiendo el tiempo que pasan nadando en el cuadrante donde se encontraba la
plataforma (Morris, 1984). Una variacion de esta tarea utiliza una plataforma visible (sefializada o que
esté por arriba del nivel del agua) que se cambia de localizacion en cada ensayo pero mantiene las
demas condiciones de la version espacial. A este tipo de tarea se le conoce como aprendizaje por clave o
CM pos sus siglas en inglés.

Para dar cuenta de las diferencias entre WM y CM Teather et al., (2005), midieron los niveles
de las proteinas de tipo c-Jun y c-Fos (proteinas que sirven como marcadores de actividad neuronal y
cambios sinapticos involucrados en la memoria, después del entrenamiento del WM y CM en ratas,
obteniendo una mayor expresion de las proteinas de tipo c-Jun y c-Fos en regiones CAl1 y CA3 del

hipocampo dorsal después del entrenamiento de WM pero no en CM y a su vez se obtuvo un aumento
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Figura 8. En el panel de la izquierda (1), se muestra la inmunoreactividad de c-Jun en células piramidales de

la region CA1 del hipocampo de ratas no entrenadas (A), ratas expuestas a nado libre (B), aprendizaje por
clave (C) y aprendizaje espacial (D). En las imagenes de la derecha (2), se muestran ejemplos representativos
de células inmunoreactivas a c-Jun en el estriado dorsal posteroventral de ratas entrenadas en aprendizaje por
clave. Modificado de Teather, et al., 2005.

de estas proteinas en el caudado dorsal después del entrenamiento en CM pero no en WM (fig. §). Una
disociacion similar se ha observado utilizando citocromo oxidasa como marcador metabdlico del
hipocampo y ntcleo caudado mientras las ratas aprenden el laberinto acuatico a través de claves
espaciales o plataforma visible (Miranda et al, 2006). Estas observaciones vuelven a sugerir una
actividad sindptica relacionada con el almacenamiento de informacién en estructuras cerebrales

determinadas cuando el tipo de informacion procesada sea espacial o estimulo-respuesta.
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Los trabajos que indican una cooperatividad entre las estructuras de la memoria declarativa y la
no declarativa muestran que no es tan sencillo decir que una tarea pertenece a una u otra clasificacion.
En condiciones naturales los sistemas deben de interactuar para aportar un mejor desempefio de los
animales en las diferentes conductas que tienen que realizar para su sobrevivencia. No obstante, estos
trabajos de laboratorio proponen que es posible disefar tareas en las que se les puede dar mayor peso a
cierta estructura o sistema dependiendo del tipo de informacion que se requiera procesar. El dafio a
regiones especificas del cerebro en animales que afecte ciertas tareas pero dejando intactas otras
sugieren una especializaciéon en el procesamiento de informacién. La lesion o inactivacion de la
estructura trae consigo la posibilidad de estar modelando los sintomas de los pacientes amnésicos, pero
con la ventaja de que es posible manipular la extension del dafio o el farmaco administrado para saber la
funcion de la estructura. En el &mbito de la anestesiologia se considera a la amnesia como propiedad de
las drogas anestésicas y existen algunas investigaciones que sugieren que con estas drogas es posible

llegar a una disociacion similar a las antes descritas.

ANESTESIA

Los anestésicos generales son farmacos que son utilizados para promover un estado inconsciente
reversible (Zecharia y Franks, 2009). Su uso dentro del ambito médico es necesario para inducir
sedacion (falta de respuesta ante estimulos nocivos o dolorosos), inmovibilidad (falta de respuesta
motora) e incluso amnesia. De acuerdo a la teoria unitaria (multiples efectos — multiples blancos) los
anestésicos actuan en diferentes regiones del sistema nervioso para provocar cada uno de estos efectos.
Por ejemplo, en el caso de la inmovibilidad se ha propuesto a la médula espinal como el principal
objetivo de los anestésicos (John y Prichep, 2005), para la inconsciencia no hay una estructura
delimitada y hay muchos trabajos que proponen a varias estructuras como posibles blancos como el
talamo (Jia et al., 2005), el nucleo tubero-mamilar (Nelson et al., 2002), las vias de activacion
ascendentes (Zecharia y Franks, 2009) e incluso una visiéon més generalizada que menciona que la
inconsciencia se debe a una desintegracion de la informacién en la corteza (Alkire et al., 2008). En el
caso de la pérdida memoria se han asociado varias estructuras, como el amigdala y el hipocampo, como

posibles regiones suceptibles a los efectos amnésicos de los anestésicos.
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Anestesia y memoria

Buresova y Bures, (1979) utilizaron el CAS para demostrar que la memoria asociativa entre el
sabor novedoso y el LiCl es posible cuando se presenta el estimulo incondicionado bajo los efectos
hipnéticos del pentobarbital sédico (50mg/ml), a diferencia de la atenuacion de la neofobia donde se
observéd un efecto amnésico provocado por la droga. En ratas no anestesiadas la inyeccion del LiCl
provoca una actividad cerebral generalizada (principalmente proveniente del sistema reticular activador
ascendente), por lo que es dificil obtener resultados que apoyen que la amigdala tenga un papel
indispensable para la asociacion entre el sabor novedoso y el malestar gastrico. Sin embargo, con ratas
anestesiadas se elimind la actividad encefalica generalizada (Reddy y Bures, 1981). Los registros
electroencefalograficos de ratas a las que se les inyectd pentobarbital antes del LiCl muestran que la
amigdala basolateral presenta actividad similar a ratas control, por lo que no sélo es posible relacionar
con mas certeza a la amigdala con el CAS, si no que sugiere que existen memorias las cuales el
pentobarbital no es capaz de suprimir (Reddy y Bures, 1981).

La amigdala es un nucleo subcortical estrechamente ligado al procesamiento de informacion
emocional relevante. Investigaciones con prevencion pasiva, una tarea estrechamente relacionada con el
hipocampo por su componente contextual y con la amigdala por su componente emocional, sugieren
que los efectos amnésicos ocasionados por la inyeccion de propofol se deben a una inhibicién de la
amigdala por un efecto agonista sobre los receptores GABA 4. Esta inhibicion provoca que la amigdala
reduzca su actividad moduladora sobre el hipocampo, obteniendo de esta manera una amnesia
anterdgrada (Alkire et al., 2001). En esta tarea, a las ratas se les da un choque eléctrico en las patas para
que evite pasar a un compartimento oscuro de una caja experimental. La lesidn exocitotoxica de la
amigdala impide el aprendizaje de la tarea bajo efectos de la dosis amnésica de propofol. El dia de la
prueba las ratas presentan una latencia baja comparandolas con el grupo control a las que se les realizo
una cirugia estereotdxica similar pero sin lesionar la amigdala. Lo que sugiere que el propofol impide
que la informacion contextual procesada por el hipocampo se asocie con la informacion aversiva de la
amigdala y se produzca una amnesia anterdograda. Estos mismos efectos se han obtenido con otros
anestésicos como el sevuflorano utilizando el mismo protocolo (Alkire et al., 2005).

Estos dos experimentos representan tareas de memoria declarativa y no declarativa. El trabajo de
Buresova y Bures (1979) es un condicionamiento aversivo (memoria no declarativa) y el protocolo de

prevencion pasiva utilizado por Alkire et al., (2001, 2005) es una tarea de memoria declarativa por su
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componente contextual. La administracion de un anestésico dafia la memoria declarativa pero no la no
declarativa por lo que es posible encontrar con los anestésicos disociaciones entre estas memorias.
Existen investigaciones en humanos en las que se pretende investigar una disociacion de
memoria similar a la propuesta en esta tesis (Polster ef al., 1993; Martin et al., 2009; Veselis et al.,
2009). En estos trabajos se las suministra una dosis no hipnotica pero si amnésica a los sujetos previo al
entrenamiento o fase de aprendizaje. Las tareas que se les pide a los sujetos realizar generalmente
comprenden la memorizacion de palabras, frases o imagenes (memoria declarativa) contrastandolas con
la facilitacion perceptual o priming de estimulos similares (memoria no declarativa). Se ha observado
que si existe una diferencia entre los efectos para la memoria declarativa y la no declarativa. No
obstante, encontramos estas investigaciones sugestivas pero no contundentes para determinar una
disociacion entre memoria declarativa y no declarativa con anestésicos. Debido a que estos trabajos son
realizados para ahondar mas en la anestesiologia, las metodologias no corresponden en su totalidad al
estudio de la memoria. Al suministrar el anestésico previo al entrenamiento o aprendizaje es suficiente
para estudiar aspectos de la anestesiologia pero para observar resultados mas interesantes en la memoria
se necesita inyectarlo posterior al entrenamiento ya que de esta manera se evita que los anestésicos
interfieran con los sistemas sensoriales y/o motores necesarios para un correcto aprendizaje. Por lo
tanto, los trabajos con humanos no sélo afaden mas evidencias a la posible disociacion de memorias

con anestésicos sino que ademas incentivan a perfeccionar los métodos existentes.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La memoria declarativa y no declarativa presentan diferencias funcionales y anatomicas. Tanto
la sintomatologia de los pacientes amnésicos como los modelos animales apoyan la teoria de
especializacion de funciones de estos tipos de memoria mediante experimentos de disociacion. Los
experimentos con anestésicos sugieren que es posible lograr una disociacion similar debido a que se ha
reportado que afecta tareas con componentes relacionados a la memoria declarativa pero no dafia las

tareas no declarativas, sin embargo esto no se ha estudiado sistematicamente.

OBJETIVO

Inducir amnesia mediante una dosis hipnotica de pentobarbital sddico en tareas que requieran

memoria de tipo declarativa, pero no en memorias no declarativas.
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HIPOTESIS

Si se inyecta una dosis hipnotica de pentobarbital durante el periodo de consolidacion de tareas
de tipo declarativas y no declarativas, y la memoria de tipo declarativa se afecta pero las no declarativas
permanecen intactas, entonces la dosis hipndtica de pentobarbital puede servir para disociar estas dos

memorias.

METODOLOGIA

En esta tesis se pueden agrupar los experimentos realizados en tres: memoria de reconocimiento
de objetos, memoria gustativa y laberinto acuatico de Morris. A continuaciéon se describen las
caracteristicas generales de la metodologia para los diferentes experimentos, asi como los animales y la
curva dosis respuesta que realizamos con el pentobarbital para determinar la dosis necesaria para
inducir hipnosis. Los procedimientos y particularidades de cada experimento se describen de manera

individual.

Animales
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (Colonia del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM)

de un rango de peso entre 250-300 g. Se mantuvieron en cajas individuales a una temperatura
controlada de 22 °C con un ciclo estandar luz-oscuridad (12 h luz : 12 h oscuridad) y acceso ad libitum
de comida y agua excepto cuando se indique lo contrario. Los experimentos se realizaron en la fase de

luz.

Anestesia
Se inyectd via intraperitoneal de Pentobarbital Sddico Sedalphorte® (Reg. Sagarpa Q-7503-

003). Como control se inyectd una dosis de 1 ml/Kg de peso de solucion salina a una concentracion de

0.9%.

CURVA DOSIS RESPUESTA

Como primer aproximacion al estudio de diferenciacion de memorias a partir de la
induccion de amnesia con pentobarbital, decidimos homogeneizar la respuesta conductual de las ratas
ante la droga, siendo la hipnosis la conducta mejor apreciable sin necesidad de pruebas elaboradas para

su determinacion: inmovilidad y falta de reaccion ante estimulos nocivos.
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Curva Dosis - Respuesta

f(x) = 6.46x — 23.33
24 R?=0098

DE50 37.03

In(p/g)
4]

D(mg/ml) 50

p 87.43

33 34 35 36 37 38 39 4
InDosis
Figura 9. Curva dosis — respuesta donde se grafica el logaritmo natural (In) de la dosis contra el In de la
probabilidad de obtener un efecto hipnoético (In(p/q)). Se muestra también la recta de ajuste con f(x) = 6.46x —
23.33. A la izquierda de la grafica se presenta la DESO (37.03 mg/ml) y la probabilidad en porcentaje (p) de
obtener un estado hipnoético con una dosis de 50 mg/ml (87.43%).

La curva dosis respuesta (fig. 9) se elabord para saber la concentraciéon necesaria de
pentobarbital para inducir hipnosis a los sujetos. Se inyectd una dosis de 1 ml / Kg a diferentes
concentraciones (mg / ml): 10, 20, 30, 40 y 50. Se utilizaron 9 ratas por grupo.

Se encontrd que la dosis efectiva 50 (DE50) = es de 37.08 mg / ml y que, con la dosis de 50 mg /
ml, existe un 87.43 % de probabilidad de obtener un estado hipnotico. Los grupos de 10 y 20 mg / ml se
eliminaron del analisis debido a que nuestro objetivo es observar las consecuencias del estado hipnético
y con estas concentraciones ningun sujeto presentd los efectos del pentobarbital.

El pentobarbital es parte de los farmacos denominados barbitaricos. Estos farmacos promueven
corrientes inhibitorias sobre los receptores GABA, (Bieda y Maclver, 2004; Bonin y Orser, 2008;
Gingrich et al., 2009), receptores selectivos de iones CI° que se encargan de la mayoria de la
neurotransmision inhibitoria en el cerebro. El pentobarbital y otros anestésicos similares disminuyen la
excitabilidad de la membrana mediante mecanismos independientes de los receptores GABA,4. Este
barbitarico, ademas de suprimir las corrientes inhibitorias post-sinapticas del hipocampo, disminuye la
respuesta ante neurotransmisores y potenciales post-sindpticos excitatorios. También tiene efectos sobre
las propiedades intrinsecas de la membrana celular que disminuyen la excitabilidad de las neuronas.
Promueve la conductancia de K" aumentando la corriente necesaria para una respuesta excitatoria. El

pentobarbital también inhibe las corrientes de Ca“ y suprime la liberacion de Ca” que depende de los
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neurotransmisores. Los barbitiricos en concentraciones altas disminuyuen los potenciales de accion
dependientes de Na'(Wan y Puil, 2002). Por lo tanto, el pentobarbital, tiene una

amplia variedad de mecanismos mediante los cuales suprime las funciones celulares, lo que lo hace muy
inespecifico para poder determinar como es que provoca el conjunto de criterios de la anestesia, sin
embargo, es util para producir hipnosis que es el efecto que nosotros estamos buscando para nuestros
procedimientos conductuales. Con la curva dosis respuesta observamos que la dosis de 50 mg/ml es la
mas efectiva para inducir hipnosis sin ser letal, por lo que es la dosis que utilizamos en todos nuestros

protocolos.

EXPERIMENTO 1: Memoria de Reconocimiento de Objetos

Como ya se menciond, esta tarea aprovecha la tendencia natural de las ratas para explorar los
objetos novedosos sobre los familiares. De esta manera, en la primera presentacion o fase de muestra, a
los sujetos se les presentaron dos objetos idénticos novedosos. En el segundo dia 6 prueba de memoria,
se les mostr6 un objeto de la fase anterior (objeto familiar) junto con uno novedoso. La inyeccién de
pentobarbital o salina se realiz6 inmediatamente después de la fase de muestra. Se espera que el grupo
de solucidén salina explore mas tiempo el objeto novedoso que el familiar y el grupo de pentobarbital

explore ambos objetos por igual en la fase de prueba.

Aparatos
Se utiliz6 una arena de campo abierto (40 x 40 cm, 40 cm de alto) construida de madera pintada

de gris y cubierta de aserrin. Se ilumind con luz tenue con focos de 60 W y se mantuvo monitoreada con
una camara de video colocada arriba de la arena (conectada a un DVD/TV). La arena fue ubicada en un
cuarto con luz y temperatura controlada a 21° C y ambientada con ruido blanco para aislarla del ruido

exterior.

Objetos

Se utiliz6 una bombilla de luz blanca y un frasco de vidrio adheridos a la arena con velcro.

Procedimiento Conductual

Manipulacion y fase de habituacion
Cada rata se manipuld por 1 minuto cada dia durante 5 dias consecutivos. Después de la

manipulacion, se les permitié a las ratas explorar para familiarizarse con la arena vacia durante 3
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minutos. Después de cada habituacion se quitd el aserrin sucio y se removié el aserrin para evitar

sefiales olfativas.

Fase de muestra
La rata se coloco en la arena en el lado opuesto de los objetos dando la cara hacia la pared. Se le

permitid explorar dos objetos idénticos (A - A) durante 10 min y se midi6 el tiempo que pasod
explorando cada uno de los objetos (T). Luego, se saco a la rata de la arena y se regreso a su caja. Para
evitar rastros de olor se quitd el aserrin sucio y se limpiaron los objetos con etanol al 70% después da

cada ensayo.

Fase de prueba
La fase de prueba se realizo 24 hrs después de la fase de muestra. En la fase de prueba, una de

las copias familiares (A) y un objeto novedoso (B) se colocaron en el mismo lugar que los estimulos de
la fase de muestra. La rata se coloco en la arena durante 3 minutos y se midi6 el tiempo que paséd
explorando cada objeto (TA y TB).

Las ratas permanecieron en el cuarto experimental 1 hr 30 min antes y después de cada una de
las fases del experimento para permitir consolidacion y evitar estrés. La anestesia ¢ salina se inyecto

inmediatamente después de la fase de muestra.

Medicion

La conducta de los animales se grabd con un reproductor con grabador de DVD. Los datos
(tiempo de exploracion) se obtuvieron de la grabacion por un experimentador entrenado con un
temporizador. La exploracion de un objeto se define con la distancia entre el objeto y la nariz de la rata
que debe de ser maximo lcm o que la nariz toque el objeto en un angulo de 90°. Si la rata le da la
espalda o se sienta en el objeto no se considera exploracion. El experimento se realizo durante la fase de

luz del ciclo entre las 10:00 y las 12:00 hrs.

Analisis estadistico
Se realiz6 una prueba ¢ de Student de un grupo contra una media hipotética de 50 para comparar

la ejecucion de las ratas en la fase de prueba. Un nivel de confiabilidad < 0.05 fue aceptado como

estadisticamente significativo.
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Resultados

Para comparar la ejecucidon entre grupos en la fase de prueba, se calculé un indice de
reconocimiento (IR) que indica cudnto se explor6 un objeto con respecto al tiempo total de exploracion
(IR de fase de muestra = (TA / T total fase de muestra) x 100; IR fase de prueba de A = (TA /T total fase
de prueba) x 100 e IR fase de prueba de B = (TB /T total fase de prueba) x 100. Utilizando una prueba
t de Student de un grupo contra una media de 50 se observan diferencias significativas en el IR del
grupo de salina en A y en B (fig. 10IIl, barras blancas; ts = 0.463, p = 0.0129). El grupo de
pentobarbital no tiene diferencias entre el IR de ambos objetos (fig. 10111, barras grises; ts = 0.463, p =
0.2112). No se observan diferencias en la fase de adquisicion en ningun grupo (fig. 101I; salina, ts =

0.428, p = 0.6575; pento, ts = 0.330, p = 0.7510).

Sal / Pento
| Muestra | | Prueba |
10min. ' 24 hrs.' 3min. |
Il 11
80 7 80 7 *
70 1 70 T
60 60
50 +— T— — 1 — +— — |— —
D_f 40 *
30 1 T
20
ol AL A Al B
° Salina Pento Salina Pento

Figura 10. (I) Esquema del protocolo de la memoria de reconocimiento de objetos.
(Il) En el dia 1 (fase de adquisicion), se les presentaron a las ratas dos objetos
idénticos (A-A durante 10 min. e inmediatamente después recibieron una inyeccion
intraperitoneal de solucion salina 0.9% (1ml/kg) o pentobarbital (50mg/ml; 1ml/Kg).
(IIT) En el segundo dia (fase de prueba) se les mostr6 a las ratas un objeto familiar
(A) y un objeto novedoso (B) durante 3 min. Los datos se expresan como la media
+/- la media del error estandar del indice de reconocimiento. *p < 0.05 ¢ de Student
de un grupo contra una media de 50, n = 8 por grupo.

En este experimento se encontrd que inyectando pentobarbital inmediatamente después a la fase
de muestra de un protocolo de reconocimiento de objetos se mantiene el porcentaje de exploracion del
objeto A similar a la fase de muestra (fig. 1011 y III, barras grises) . El hecho de que el grupo que recibio
solucién salina haya explorado el objeto B mas que el objeto A en la fase de prueba (fig. 10III barras
blancas) pero que el IR del grupo de pentobarbital no haya sido estadisticamente diferente de una media

de 50 en ambas fases indica que hubo un efecto amnésico. Estos resultados son similares a los
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encontrados con inyecciones intraperitoneales de escopolamina (Turchi et al., 2008) en los que tareas de
reconocimiento se afectaron pero en la memoria de habitos no se obtuvieron diferencias significativas
con los controles. Se ha demostrado la participacion de la neurotransmision colinérgica para la
consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos (Tang et al, 1997; Winters et al., 2007),
pero con la inyeccion intraperitoneal de pentobarbital no podemos inferir la participacion de un
neurotransmisor en especifico, ni qué estructuras se estan afectando para que los sujetos hayan tenido
amnesia retrograda. Sin embargo, es probable que la dosis de pentobarbital administrada esta
interfiriendo en los procesos de consolidacion de una o varias estructuras del sistema hipocampal por su
relevancia en esta tarea (Mumby y Pinel, 1994; Winters y Bussey, 2005; Mumby ef al., 2007; Balderas
et al., 2008; Albasser et al., 2009; Winters et al., 2010). No sabemos si el pentobarbital esté afectando
una o varias estructuras, pero ya que se ha visto que la corteza perirrinal es suficiente y necesaria para la
memoria de reconocimiento de objetos (Baxter y Murray, 2001; Hampton 2001; Murray y Richmond,
2001), es una candidata idonea para los subsecuentes estudios con anestesia y el reconocimiento. La
corteza perirrinal se ha destacado en el procesamiento de la informacidon que recibe de las conexiones
que mantiene con areas de cortezas unimodales de diferentes canales sensoriales (Burwell y Amaral,
1998; Burwell, 2001; Furtak et al., 2007). Al inyectar pentobarbital es posible que estemos afectando
los procesos de integracion que lleva a cabo. Se ha mencionado que los farmacos que producen
anestesia general alteran la actividad cerebral provocando una desorganizacion funcional que impide la
integracion de la informacion en el cerebro para decir que un sujeto estd consciente (Alkire, et al.,
2008). La memoria declarativa se destaca por necesitar hacer la integracion de varios elementos para
ubicar los estimulos en un tiempo y en un espacio (Ergorul y Eichenbaum, 2004; Eacott et al., 2005;
Babb y Crystal, 2006; Eacott y Easton, 2009). En los resultados que obtuvimos en este experimento es
probable que estemos presenciando las consecuencias de esta desorganizacion en todo el sistema

nervioso central.

EXPERIMENTO 2: Memoria Gustativa

Se ha resaltado la importancia de la memoria gustativa para la sobrevivencia de los animales
debido a que tienden a consumir en menor cantidad alimentos con sabores novedosos que con sabores
familiares y evitan los alimentos asociados con malestar gastrico. Se utilizaron tres protocolos que
exploran esta memoria de reconocimiento. Para la neofobia y el CAS, se inyectd el pentobarbital 6

salina después del consumo de sacarina; para el protocolo de extincion del CAS se inyectd el
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pentobarbital 6 salina después del consumo de la primer extincion. Se realizoé una prueba 24 h despues
de la inyeccion. En la tarea de neofobia y extincidon del CAS, se espera que el pentobarbital provoque un

efecto amnésico pero no en la tarea de CAS.

Procedimiento Conductual
LINEA BASE: Las ratas fueron privadas de agua 24 h antes del inicio del experimento. Se

determin6 una linea basal de consumo presentando 30 ml de agua en una probeta graduada durante
quince minutos entre las 10 y 11 h por cinco dias consecutivos registrando el volumen consumido. DIA
1 (primer presentacion de sacarina): La solucion de sacarina 0.5% para el grupo de neofobia o 0.3%
para los grupos de CAS y extincion del CAS se presentd a todos los grupos un dia después de terminar
la linea base. Para los grupos de neofobia y CAS el pentobarbital o la salina se inyectaron
inmediatamente después de terminar el consumo. Para el grupo de CAS y extincion del CAS se inyectd
el LiCl (0.15 M; 10 ml/kg) 15 min después de terminar el consumo. DIA 2 (segunda presentacion de
sacarina): Para los grupos de neofobia y CAS esta segunda presentacion sirvido como prueba conductual
pero para el grupo de extincion del CAS fue la fase experimental en la que se inyecto el pentobarbital o
la salina inmediatamente después de terminar el consumo y se probod 24 h después con una tercer
presentacion de sacarina 0.3%. A todos los grupos se les permitié beber agua después de cada consumo

de sacarina.

Experimento DIA 1-5 DIA 6 DIA 7 DIA 8
Sacarina
Neofobia (inyeccion Prueba
© salina/pento)
(2] .
3 Sacarina
CAS © (inyeccion LiCl y Prueba
2 salina/pento)
- Sacarina S
Ext. CAS (inyeccion Prueba

(inyeccion LiCl) salina/pento)

Tabla 1. Tareas de Memoria Gustaiva. En esta tabla se resumen los procedimientos
de las tareas de memoria gustativa. Todas las tareas tuvieron una fase de linea basal y
una primer exposicion al sabor novedoso (sacarina) en el dia 6 del experimento. La
inyeccion del anestésico se realiz6 inmediatamente después del consumo de sacarina
en el dia del aprendizaje (dia 6 para los grupos de neofobia y CAS; dia 7 para el
grupo de ext. CAS). La prueba se realizé 24 hrs. después de la inyeccion del
pentobarbital.
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Medicion
Los datos (volumen ingerido) se obtuvieron con la diferencia de 30 ml. menos el valor del

volumen presente en la probeta al termino del tiempo de consumo.

Analisis estadistico

Para analizar el desempeio de las ratas se calculé la media +/- la media del error estdndar del
consumo de cada grupo y se analizé con una prueba t de Student no pareada para comparar diferencias

entre grupos

Resultados
En el experimento de neofobia se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos de salina

y pentobarbital el dia de la prueba (fig. 11A ; tss;= 5.011, p = 0. 0003). Al comparar los grupos en la
prueba del CAS no se observaron diferencias significativas (fig. 1/B; t 777 = 0.289 p = 0.7778). En el
caso de la extincion del CAS el grupo de pentobarbital presenta diferencias significativas contra el
grupo de salina (fig. 11C; tsg=2.662, p = 0.0186).

Las tres tareas de memoria gustativa que utilizamos en este experimento dependen de estructuras
cerebrales diferentes. Se ha visto que la neofobia depende de areas de asociacion como la corteza
perirrinal (Gutiérrez et al., 2004) y la corteza insular (Rosenblum ef al., 1993; Bermtudez-Rattoni, 2004;
De la Cruz et al.,, 2008;), el CAS de la amigdala (Yamamoto y Fujimoto, 1991; Yamamoto, 2007) y la
extincion de las tareas aversivas de la corteza prefrontal medial (Akirav et al., 2006; Quirk et al., 2006).
En la tarea de neofobia y CAS las curvas de aprendizaje son distintas. En ambos protocolos hay una
disminucién del consumo en la primer presentacion del sabor novedoso. Al volverse a presentar el
sabor, en la tarea de neofobia el consumo aumenta con respecto al dia anterior porque se vuelve un
estimulo familiar no aversivo, a diferencia del CAS que en la segunda presentacion el sabor disminuye
porque se asocidé a un malestar gastrico inducido por LiCl. A las ratas a las que se les hizo un CAS
aumentan su consumo en la tercer presentacion porque no se indujo de nuevo el malestar en la segunda
presentacion. Aunque haya diferencias en las respuestas conductuales (consumo) en cada una de las
tareas, se habla de una memoria de reconocimiento ya que las ratas consumen el sabor presentado en la
neofobia dependiendo de la familiaridad y sus consecuencias gastricas.

Las ratas a las que se les inyectd solucion salina se comportaron de acuerdo al protocolo general
descrito (fig. 11A, B y C, barras blancas). Las ratas a las que se les inyectd pentobarbital tuvieron
efectos diferenciales dependiendo de la tarea en las que se les entreno (fig. 11A, B y C, barras negras).
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Figura 11. (A) Las ratas fueron inyectadas via mtraperltoneal con solucion salina 0.9% (1ml/Kg) o
pentobarbital 50mg/ml (1ml/Kg) inmediatamente después del consumo del sabor novedoso (Neo) y 24
hrs después se realizo la prueba conductual. Los datos se expresan como la media +/- la media del error

estandar del consumo en ml de cada grupo por dia. *p<0.05 contra el grupo de salina; ¢ de Student no
pareada, n = 8 por grupo.

(B) A grupos independientes de animales se les inyecto salina o pentobarbital inmediatamente después
del consumo del sabor novedoso y 15 minutos después se inyecté LiCl (0.15 M; 10ml/Kg). La prueba
se realizo 24 hrs. después. Los datos se expresan como en (A); *p<0.05 contra el grupo de salina; ¢ de
Student no pareada, n = 7 por grupo.

(C) Alas ratas de extincion del CAS se les inyectd salina o pentobarbital inmediatamente después de la

extincion (EXT). Los datos se expresan como en (A); *p<0.05 contra el grupo de salina; ¢ de Student
no pareada, n = § por grupo.
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Se observa un efecto amnésico en la prueba de la neofobia y extincion del CAS (fig. 11A y C, barras
blancas) pero no en el CAS (fig. 11B, barras negras).

En los procedimientos que utilizamos decidimos utilizar dos concentraciones de sacarina para la
tarea de neofobia (sacarina 0.5%) y para el CAS y extincion del CAS (sacarina 0.3%) con el propdsito
de obtener resultados mas concluyentes. En el laboratorio hemos observado que la neofobia con sacaina
0.3% no es tan pronunciada como con una concentracion de 0.5%. Esto quiere decir que con una
neofobia menor es probable que se observen menos diferencias entre los grupos el dia de la prueba. Con
la concentracion de sacarina 0.5% se observa una neofobia robusta comparada con la linea basal en
ambos grupos (fig. 11A, neofobia) y un aumento del consumo en las ratas que recibieron una inyeccioén
de solucion salina, pero las que fueron anestesiadas con pentobarbital consumieron en promedio un
volumen similar al dia de la primera presentacion (fig. 11A, prueba).

La concentracion de sacarina 0.5% produce una mayor neofobia pero también produce un CAS
mas pronunciado. Para evitar que los resultados de resistencia a los efectos amnésicos del pentobarbital
del CAS se debieran a la intensidad del CAS provocada por una concentracion alta de sacarina, se
utilizd una concentracion de 0.3% en las tareas de CAS y extincion del CAS. Con esta concentracion se
obtuvo una neofobia menor que con sacarina 0.5% (fig. 11A, neofobia y 11B, CAS) pero se observa una
disminucién significativa del consumo de la segunda presentacion en los grupos de salina y
pentobarbital en la prueba del CAS (fig. 11B, prueba ). La extincion del CAS se afectd con el uso del
pentobarbital al término del segundo consumo de sacarina (fig. 11C, barras negras),
lo que indica que probablemente se esté consolidando un nuevo trazo de memoria separado del CAS.

En la neofobia y en la extincion del CAS se obtuvo un efecto amnésico, por lo que deben de
participar estructuras que procesen el estimulo gustativo novedoso para su reconocimiento en
posteriores encuentros. Se ha observado que el hipocampo, la corteza insular y perirrinal participan en
la consolidacion de estas dos tareas (Gutiérrez et al., 2004; De la Cruz et al., 2008; Garcia-Delatorre et
al., 2010). Estas estructuras pueden estar formando el trazo de extincion que incluya, como en la tarea
de reconocimiento de objetos, elementos de juicio de ocurrencia previa.

Una caracteristica importante del procedimiento del CAS que utilizamos es que inyectamos el
pentobarbital antes de inyectar el LiCl, por lo que las ratas estaban anestesiadas durante los efectos del
irritante gastrico. Esto sugiere que la asociacion entre los estimulos condicionado e incondicionado se
realizo bajo los efectos hipnoticos del pentobarbital. Se han realizado muchos experimentos en humanos

que han demostrado el aprendizaje de tareas no declarativas bajo los efectos de bajas concentraciones
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de anestésicos inhalados o intravenosos y efectos amnésicos sobre las memorias declarativas (Polster et
al., 1993; Martin et al., 2002; Veselis et al., 2009). En ratas también se han disefiado experimentos
similares pero no exploran el aprendizaje de memorias no declarativas sino que se enfocan en la pérdida
de memoria declarativa con el uso de anestésicos (Alkire et al., 2001; Alkire et al., 2005). Hasta donde
sabemos, los Unicos trabajos en ratas que relacionan el uso de dosis hipnoéticas de pentobarbital y la
presencia de memoria no declarativa son los que realizaron Buresova y Bures (1979). En este trabajo
tanto el estimulo condicionado como el incondicionado se presentaron bajo los efectos de una dosis
hipnética de pentobarbital. Posteriormente, se observd que la amigdala responde ante el estimulo
incondicionado mientras la rata esta anestesiada (Reddy y Bures, 1981). A diferencia de los trabajos en
humanos y en ratas, utilizamos dosis hipnoticas de pentobarbital administradas después de la
presentacion del estimulo condicionado. ElI hecho de que el pentobarbital no haya afectado la
consolidacion del CAS sugiere que la amigdala de todas maneras recibe tanto la sefial visceral como la

gustativa, probablemente como mecanismo de sobrevivencia ante alimentos potencialmente dafiinos.

Experimento 3: Laberinto Acuatico de Morris
De acuerdo a lo propuesto por Packard y Teather (1997), se pueden utilizar dos versiones del

laberinto acuatico de Morris para evaluar aprendizaje dependiente de hipocampo (WM) o aprendizaje
dependiente del caudado dorsal (CM). Para el aprendizaje espacial la plataforma se mantuvo sumergida
y en el mismo lugar en todos los ensayos realizados, a diferencia del aprendizaje dependiente de clave
en el que a la plataforma se le afiadié una bandera amarilla para hacerla visible y en cada ensayo se
cambi6 de posicion. La inyeccion de pentobarbital o salina se realizd inmediatamente después del
entrenamiento y la prueba se realizd 24 hrs. después. Se espera que el pentobarbital afecte el WM pero

no el CM

Aparatos
El laberinto acuético es un tanque circular negro (didmetro, 1.83 m; altura, 0.58 m) lleno de agua

(20° C) a una profundidad de 40 cm. El nivel del agua se mantuvo a 1 cm por arriba de una plataforma
cuadrada negra de 12 cm. por lado. El cuarto experimental tiene diferentes imagenes y objetos alrededor
del laberinto que sirvieron como claves espaciales. La temperatura del cuarto se mantuvo en 22° C. Para

el aprendizaje con plataforma visible, se amarré una bandera amarilla a la plataforma.
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Procedimiento Conductual
Tanto el aprendizaje espacial como el aprendizaje con plataforma visible consistieron en un dia

de entrenamiento de 8 ensayos consecutivos (terminando el ltimo ensayo se inyect6 el pentobarbital o
la salina) y 24 h después se realiz6 la prueba de memoria. Para el aprendizaje espacial la plataforma
permanecid en el mismo lugar teniendo cuatro puntos de inicio (norte, sur, este y oeste) por lo que se
repitid una vez cada uno. En el aprendizaje con plataforma visible, el laberinto acuatico se dividié por
cuadrantes, en cada ensayo la plataforma se cambié de cuadrante y se mantuvieron los puntos de inicio
del aprendizaje espacial. El dia de la prueba se realizo un ensayo para cada version del laberinto
acuatico. Cada ensayo dur6 60 s, una vez que la rata llegd a la plataforma permaneci6 ahi durante 30 s,
después se retir6 del laberinto colocdndola en una caja individual durante 30 s antes de comenzar el

siguiente ensayo. Si la rata no llegaba a la plataforma en 60 s se guid a la plataforma.

Medicion
Para cada uno de los ensayos se midi6 la latencia, que se define como el tiempo que tarda la rata

en llegar a la plataforma desde el punto de inicio. Para obtener las latencias, todo el experimento se

grabd y se midi6 con el programa Ethovision XT version 5.

Analisis estadistico
Para analizar el desempefio de las ratas se calcul6 la media +/- la media del error estandar de las

latencias de cada grupo y se analizaron con una prueba t de Student no pareada para comparar

diferencias entre grupos.

Resultados
En la prueba de la version espacial se observan diferencias significativas entre los grupos (fig.

12B izquierda, salina n = 9, pentobarbital n = 9; t = 4.722,p = 0.0002) pero no se observan diferencias
en la version no espacial de la tarea (fig. 12B derecha; salina n = 8, pentobarbital n = 7; t = 0.095 p =
0.926).

Nuestros resultados muestran una disociacion similar a los observados en los trabajos con lesion
o inactivacion del hipocampo y caudado dorsal (Packard y McGaugh, 1996; Teather et al., 2005:
Miranda ef al., 2006) ya que el pentobarbital sélo tiene efectos amnésicos en la memoria de WM pero
no en CM (fig. 12C). La demanda cognitiva de estas tareas es diferente, por ejemplo, la adquisicion del

WM requiere que las ratas aprendan la ubicacion espacial de la plataforma no visible dependiendo de
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Figura 12. (A) Esquema del protocolo general de ambos entrenamientos. (B) Curva de aprendizaje del entrenamiento para el
aprendizaje espacial (WM n = 18) y la version con plataforma visible (CM n = 15). Inmediatamente después del octavo
ensayo, las ratas fueron inyectadas via intraperitoneal con solucion salina0.9% (1ml/Kg) o pentobarbital (pento) 50mg/ml
(1ml/Kg). (C) 24 hrs. después se realizo una prueba. Los datos se expresan como la media +/- la media del error estandar de
la latencia (s). *p<0.05 contra el grupo de salina; ¢ de Student no pareada, WM salina n = 9; WM pento n =9, CM salina n =
8, CM penton=17.

las relaciones topograficas entre las claves presentes fuera del laberinto. A diferencia del WM, en el CM
la plataforma es visible y se cambia de localizacién en cada ensayo, por lo que la tarea puede
involucrar el aprendizaje de una conducta de aproximacion a un estimulo visual especifico (por
ejemplo, la bandera amarilla que sefaliza la plataforma). Los trabajos de disociacion entre las tareas
espaciales y los aprendizajes por clave o de estimulo-respuesta indican que la memoria de estas tareas
es consolidada en diferentes estructuras. El hipocampo tiene mas

peso en las memorias espaciales y el caudado dorsal en tareas de habitos o de procedimientos. La
diferencia entre las estructuras para la memoria del CM y WM puede estar indicando los blancos del
pentobarbital para provocar amnesia en estas tareas.

Es posible que la participacion de estructuras diferentes también indique diferencias en los
procesos de aprendizaje. Se ha hipotetizado que la memoria declarativa, incluida la memoria espacial,
tiene la facultad de necesitar menos presentaciones de los estimulos que las memorias no declarativas
para ser recordados (Zentall, 2006; Eacott y Easton, 2009; Morris, 2001). En nuestros resultados

obtuvimos un efecto opuesto. En la fase de entrenamiento observamos una disminucion significativa de
41



Experimento 3: Laberinto Acuatico de Morris

la latencia entre el primer y segundo ensayo en la tarea del CM (fig. 12B, triangulos) pero no en el WM
(fig. 12B, circulos). En el aprendizaje espacial no se ve una reduccion significativa de la latencia hasta
el cuarto ensayo. Esto se puede deber a que en el primero ensayo las ratas entrenadas en CM ya estan
aprendiendo la estrategia de busqueda de la plataforma, mientras que en el aprendizaje espacial las ratas
aun estan buscando una estrategia y formando el mapa topografico de las claves espaciales''. Esta
rapidez en el aprendizaje puede influir en el momento en el que los cambios plésticos se estén dando
para formar la memoria, por lo que es posible que el pentobarbital no afecte el CM después de ocho
ensayos. El uso de un protocolo que requiera de varios ensayos puede hacer mas resistente a la memoria
ante drogas amnésicas. Los resultados de WM en el dia de la prueba no alcanzan latencias similares al
dia del entrenamiento como en nuestros protocolos anteriores. Este resultado indica que existen

elementos de la tarea espacial presentes aun después de administrar el pentobarbital.

DISCUSION

La curva dosis respuesta realizada indica que una dosis de 50mg/ml de pentobarbital sddico es
suficiente para inducir un estado hipnoético en ratas. Esta dosis concuerda con la que se utilizé en los
trabajos de Buresova y Bures (1979) en los que obtuvieron un efecto amnésico al realizar el CAS con
ratas anestesiadas. Se ha observado que el pentobarbital, en dosis bajas entre 10% y 30% de la necesaria
para producir anestesia general, aumenta la excitabilidad de las neuronas del hipocampo (Archer y
Roth, 2007) y no altera la plasticidad sinaptica (Archer et al., 2007). Esto quiere decir que el
pentobarbital tiene efectos bifasicos de inhibicion-excitacion. Se utilizé la dosis hipnotica para evitar los
efectos excitatorios de dosis bajas, sin embargo, en este trabajo nos enfrentamos a una considerable
cantidad de muerte por paro respiratorio ocasionado por el pentobarbital, especialmente en las tareas de
laberinto acuatico probablemente debido a hipotermia.

El efecto hipnético o de pérdida de consciencia es parte de una gama de efectos que produce la
anestesia. Se ha descrito que los anestésicos tienen diferentes sitios de accion para cada uno de sus
efectos (Jia et al., 2005; Alkire et al., 2008; Zecharia y Franks, 2009) y estos, a su vez, son
independientes entre si (Bonin y Orser, 2008). Esto se ha observado mediante la administracion de
diferentes dosis. De hecho, se necesita menos dosis para obtener los efectos amnésicos que para
provocar inconsciencia (John y Prichep, 2005). Ademas, se ha demostrado que los efectos de

inmovilidad, sedacion e hipnosis son independientes de la amnesia (Bonin y Orser, 2008), lo que

11 De acuerdo a los trabajos de O'Keefe (O'Keefe y Dostrovsky, 1971; O'Keefe, 1976) la actividad de las células de lugar
para desarrollar el mapa topografico ocurre dentro de los primeros 10 — 30 min. de exposicion al entorno.
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sugiere que no es necesaria la dosis hipnotica para obtener efectos amnésicos. Asi que, si se logran
obtener resultados amnésicos con dosis menores a la hipndtica es probable que el riesgo de muerte de
los sujetos se reduzca.

Existen reportes de pacientes que dicen recordar los eventos sucedidos durante una cirugia que
se les practicd (Zecharia y Franks, 2009). Estos reportes alertan a los médicos ya que uno de los
objetivos de la anestesia general es que los pacientes no experimenten conscientemente o que no
recuerden los procedimientos quirurgicos a los que son sometidos. Se han realizado experimentos con
diferentes dosis de anestesia para observar su efecto sobre la memoria. Es debido a esto que hay una
amplia variedad de trabajos que relacionan la anestesia con la memoria (Polster ez al., 1993; Martin et
al., 2009; Veselis et al, 2009) pero, ya que el objetivo en muchos casos es explicar o mejorar la
anestesiologia, no corresponden a investigaciones cuyo objeto de estudio sea la memoria en si y esto se
puede observar comparando la metodologia de otros experimentos con los de esta tesis en el momento
de la administracién del farmaco. Mientras que estudios anteriores administran el anestésico previo al
entrenamiento, en este proyecto se inyectd post-entrenamiento. Esto quiere decir que los experimentos
sobre anestesiologia estan estudiando los efectos sobre la entrada de informacién y lo que se esta
estudiando en esta tesis son los efectos sobre la consolidacion de la memoria que, de acuerdo a los
reportes de los pacientes amnésicos como H.M., es el principal problema de la amnesia que presentan
(Milner y Penfield, 1955; Moscovitch et al., 2005; Squire 2009; Squire y Zola, 1996).

La descripcion de las lesiones en los pacientes amnésicos aportaron sustento anatémico a las
propuestas de diferentes tipos o divisiones de memoria que se habian descrito desde siglos atras. En las
ideas de Maine de Biran y William James se describe un tipo de memoria que presupone un esfuerzo
mental y voluntario que las hace conscientes y otra division de memoria un tanto automata en la que
solo los estimulos del ambiente son necesarios para provocar las respuestas conductuales sin que la
informacion tenga que pasar por procesos mas complejos como la consciencia o la voluntad. Dos
memorias - dos sistemas es a lo que apostaron los investigadores que observaron los déficits de
memoria consciente después de lesiones en el 16bulo temporal medial, pero que alin podian realizar
tareas con la memoria inconsciente (Squire y Zola, 1996).

La taxonomia de la memoria que Squire y Zola (1996) propusieron nombrar a las memorias
conscientes como declarativas y a las inconscientes como no declarativas. Las primeras corresponden a
aquellos recuerdos que los humanos somos capaces de expresar de manera verbal y las ultimas hace

referencia solo a aquellas que se demuestran por medio de conducta no verbal como las habilidades
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motoras o las respuestas autonomas (Knowlton et al., 1996; Tulving, 2001; Moscovitch et al., 2005;).
En este trabajo exploramos dos grandes ramas de la memoria declarativa: el reconocimiento basado en
juicios de ocurrencia previa, y la memoria espacial. Ambas han resultado ser muy sensibles a los dafios
en el sistema hipocampal. Estas tareas abarcan dos de las tres preguntas que responde la memoria
declarativa (Ergorul y Eichenbaum, 2004; Babb y Crystal, 2006; Eacott y Easton, 2009; Eacott et al.,
2005): ;qué? (memoria de reconocimiento) y ;donde? (memoria espacial). Por otro lado, solo
realizamos pruebas con un limitado grupo de memorias no declarativas: el aprendizaje por clave del
laberinto acuético de Morris (CM) y el condicionamiento aversivo al sabor (CAS), pertenecientes a la
memoria de procedimientos y al condicionamiento aversivo respectivamente. Por lo que en los
experimentos futuros se tiene que considerar ampliar el espectro de tareas para corroborar la eficacia del
método de disociacion que propone esta tesis.

Dejando a un lado estos pendientes por realizar, los resultados que presentamos en este trabajo
son similares a los obtenidos en los pacientes amnésicos, en los modelos animales y a los trabajos de
doble disociacion de memorias. Englobando los resultados, se obtuvo un efecto amnésico en las tareas
que corresponden a la memoria declarativa pero aquellas correspondientes a la no declarativa no se
obtuvo una disminucién en la ejecucion de los sujetos el dia de la prueba. Esta diferencia se puede
deber a la sensibilidad del hipocampo a los farmacos hipnoticos. El efecto sobre el laberinto acuatico de
Morris puede ser explicado bajo estas circunstancias ya que el hipocampo es indispensable para la
memoria de tareas de navegacion espacial. Si el hipocampo es el integrador de la informacion de las
circunstancias de la tarea y la conducta del animal, el pentobarbital puede estar interrumpiendo la
consolidacion de la integracion de la informacion provocando el efecto amnésico observado. Sin
embargo, si el sitio de accion del pentobarbital sélo fuera el hipocampo, la tarea de reconocimiento de
objetos no podria ser afectada ya que se ha demostrado que la lesion o inactivacion del hipocampo no
afecta la ejecucion de los sujetos y que la corteza perirrinal es suficiente y necesaria para su
consolidacion (Baxter y Murray, 2001; Hampton 2001; Murray y Richmond, 2001). Es probable que la
amnesia observada en el reconocimiento de objetos se deba a un olvido general del episodio de la fase
de muestra. La imposibilidad de recordar los eventos de aprendizaje son comunes en los pacientes con
dafios en el sistema hipocampal (Squire y Zola, 1996; Squire, 2009) pero si se quiere hacer una analogia
entre la amnesia observadaen la memoria de reconocimiento de objetos en ratas y los pacientes

amnésicos entonces el pentobarbital tendria que tener multiples estructuras blanco.
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El pentobarbital sodico suprime la actividad cerebral de manera general aumentando el tiempo
de apertura de los canales de CI, inhibiendo los receptores AMPA y reduciendo el metabolismo de
oxigeno, lo que llevo a utilizarlos como ansioliticos, antiepilépticos ¢ anestésicos generales (Faulkner et
al., 1979; Harrison et al., 2000). Hasta donde sabemos, no se ha descrito un blanco especifico para que
el pentobarbital produzca sus efectos amnésicos a diferencia de otros anestésicos como el etomidato y
su estrecha relacion con la subunidad a5 de los receptores GABA 4 en el hipocampo'? (Sur ef al., 1999;
Collinson et al., 2002; Cheng et al., 2006; Martin et al., 2009;), por lo que no podemos reducir sus
mecanismos de accion a una sola estructura y tenemos que hablar de una manera mas generalizada al
describir las consecuencias de la inyeccion realizada. Los efectos del pentobarbital sobre las tareas de
memoria declarativa sugiere que se estan bloqueando los mecanismos de plasticidad post-adquisicion en
las estructuras del sistema hipocampal.

La plasticidad sinaptica se refiere al momento en el que una memoria a corto plazo pasa a un
almacenamiento mas duradero de dias, meses o afios por medio de sintesis de nuevas proteinas
(McGaugh, 2000). Esto quiere decir que se modifican las sinapsis entre dos neuronas con el proposito
de mejorar la comunicacion entre ellas. Se ha observado el aumento de la sintesis del acido ribonucléico
mensajero (ARNm) de algunos genes de expresion inmediata en el periodo de consolidacion de las
tareas. Esto implica que en algin momento de una experiencia se hech6 a andar la maquinaria celular
por medio de la activacion de un receptor en la membrana neuronal desencadenando cascadas de
sefalizacion molecular que terminaron en la interaccion con el &cido desoxi-ribonucléico (ADN) para
prender los genes que forman la memoria. Los anestésicos pueden interferir en algin punto de esta
cadena de eventos celulares, desde el bloqueo de los receptores dependientes de ligando hasta la
interrupcion de la expresion de los genes de expresion inmediata.

Se han realizado experimentos en los que el efecto amnésico de los anestésicos se nulifica con
lesiones en la amigdala en una tarea aversiva dependiente de contexto (Alkire et al., 2001, 2005). En
otro experimento similar se mostr6 que la inyeccion intraperitoneal de propofol previa al entrenamiento

redujo la expresion del ARNm de la proteina asociada a la actividad regulada por el citoesqueleto (Arc)

12 La subunidad a5 ha recibido especial atencion ya que se expresa en gran cantidad en el hipocampo a diferencia del resto
del cerebro (Sur et al., 199). Estudios con manipulaciones farmacologicas y genéticas han demostrado que los receptores
GABAA que expresan la subunidad a5 contribuyen a la formacion de las memorias dependientes de hipocampo. La
inyeccion de una dosis amnésica de etomidato (un anestésico intravenoso agonista GABA) afecta la memoria de
diferentes tareas dependientes de hipocampo. Este efecto se bloquea si se inyecta el etomidato junto con L-655-708, un
agonista inverso con alta afinidad a la subunidad a5 (Martin ef al., 2009). Ademas, ratones KO de esta subunidad
presentan mejor desempefio en tareas dependientes de hipocampo (laberinto acuatico de Morris) sin afectar tareas
aversivas dependientes de amigdala (Collinson et al., 2002; Cheng et al., 2006).
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1.5 en el hipocampo (fig. 13, barra gris; Ren et al., 2008).
Se ha observado que esta proteina participa

directamente en la modificacion de la funcidon de las

1.04 ]

sinapsis (Miyashita et al., 2008) y también se ha visto

un incremento en los niveles de la proteina Arc en
0.5+

tareas como la prevencion pasiva y el laberinto acuatico

Densidad Relativa

de Morris, ambas dependientes de hipocampo

0.0

S48 ) S+P B+P (Guzowski et al., 2000; Mclntyre et al,2005). En el

Niveles de proteina Arc mismo trabajo de Ren et al. (2008), se evitd el

Figura 13. El propofol reduce los niveles de la proteina
Arc en el hipocampo (S+P) en la tarea de prevencion

pasiva. Este efecto se revierte si se inyecta bicuculina en inyectando bicuculina (antagonista GABA) en la
la amigdala basolateral (B+P).

decremento de la expresion de Arc en el hipocampo

amigdala (fig. 13, barra negra).

Estos resultados indican que:

1. La amigdala modula la consolidacion de la memoria por lo menos en las tareas con estimulos
aversivos asociados a un contexto.

2. Los anestésicos actiian sobre la modulacion de la amigdala provocando la amnesia en este tipo
de tareas.

3. Las corrientes inhibitorias promovidas por los anestésicos en la amigdala disminuyen la sintesis
de nuevas proteinas necesarias para la consolidacion de la memoria en el hipocampo.

Es probable que en los protocolos de Alkire y Ren, se esté llevando acabo un proceso de
cooperatividad entre el hipocampo y la amigdala debido a la necesidad de procesar un estimulo nocivo
asociado a un contexto, por lo que la lesion de la amigdala o el bloqueo de los receptores GABA en esta
estructura podrian no ocasionar efecto sobre la memoria en otros protocolos. Sin embargo, estos
experimentos pueden servir como base para realizar experimentos futuros en los que se quiere observar
el sitio de accion de los anestésicos para ejercer su efecto amnésico. Por ejemplo, en la memoria de
reconocimiento se podria inyectar un antagonista gabaérgico en la corteza perirrinal para ver si en
verdad es la tnica estructura involucrada en la amnesia observada con la inyeccion de pentobarbital. De
ser asi, entonces se pueden realizar técnicas de deteccion de sintesis de proteinas para ver si es la Unica
estructura del sistema hipocampal en la que incrementan los niveles de proteinas asociadas a la
consolidacion de la memoria como Arc o el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF por sus
siglas en inglés).
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Tanto la corteza insular como la perirrinal se han visto involucradas en diferentes memorias de
reconocimiento (Balderas et al., 2008; De la Cruz et al., 2008) aportando informacién acerca de la
novedad o familiaridad de un estimulo, lo que indica que estas estructuras aparentemente no tienen una
participacion especifica dependiente de tarea, si no que el aporte a la familiaridad-novedad es mas
generalizada dentro del espectro sensorial. Al igual que el reconocimiento de objetos, la tarea de
neofobia también explora el reconocimiento mediante el uso de estimulos gustativos. Las curvas de
atenuacion de la neofobia que describen un mayor consumo gradual del volumen del sabor novedoso
indican que el elemento de novedad se va perdiendo y cuando llegan a una asintota conductual se dice
que el sabor se volvié familiar, por lo que el consumo posterior a la neofobia se vuelve un indice de
juicio de ocurrencia previa. Esta caracteristica de la neofobia no es la Unica que comparte con la
memoria declarativa sino que también la existen experimentos que muestran correspondencias
anatdmica con estructuras del sistema hipocampal (De la Cruz et al., 2008, Gutiérrez et al., 2004)

La inyeccion de anisomicina en el hipocampo tiene efecto en la consolidacién de la memoria
gustativa (De la Cruz ef al., 2008), no obstante no se ha demostrado como es que el hipocampo
participa en esta tarea, ya sea procesando un componente contextual o haciendo una integracion de la
informacion procesada por regiones parahipocampales, la correspondencia anatdmica sugiere que es
una memoria declarativa y en este trabajo el pentobarbital administrado después de la adquisicion
provoca amnesia retrograda.

En la extincion del CAS el sistema hipocampal no tiene un rol protagonico, sin embargo, los
resultados del experimento muestran que la consolidacion se afecta inyectando pentobarbital. Los
efectos del anestésico se pueden deber a una accion sobre la corteza prefrontal medial ya que esta
estructura se ha relacionado con la extincion de memorias aversivas (Akirav et al., 2006; Quirk et al.,
2006). Suponiendo que la extincidon de una conducta asociativa es un aprendizaje nuevo independiente
de la asociacion original, las estructuras para la consolidacion de la extincion son independientes del
condicionamiento. Asi como conductualmente se asume que la extincion tiene un efecto inhibitorio
sobre el condicionamiento (Quirk et al., 2006), se han buscado los mecanismos bajo los cuales las
estructuras relacionadas con la extincion inhiben aquellas que participan en la consolidacién del
aprendizaje asociativo. De esta manera, se ha sugerido que la corteza prefrontal medial tiene un efecto
inhibitorio sobre la amigdala (McDonald et al., 1996). Sumado a esto, el hipocampo tiene proyecciones
excitatorias hacia la corteza prefrontal medial que contribuyen a mecanismos celulares, como LTP,

durante la consolidacion de la extincion (Jay y Witters, 199; Quirk et al., 2006). Los efectos
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gabaérgicos del pentobarbital pueden estar potenciando la inhibicién de estas dos vias contribuyendo a
los efectos amnésicos en esta tarea.

El pentobarbital, tanto en los experimentos de Buresova y Bures (1979) como en los realizados
en esta tesis, no provoca dafios en la consolidacion del CAS y una de las propuestas es debido a la
importancia que tienen las memorias aversivas para la sobrevivencia. Se ha observado que las memorias
aversivas se consolidan en un menor tiempo que otras memorias (Redburn y Leah, 1997), por lo que es
probable que manipulaciones farmacologicas no tengan efecto sobre la consolidacion al administrarse
después de la adquisicion. El protocolo que seguimos muestra que aun cuando se inyecta el LiCl
(estimulo incondicionado) bajo los efectos de la anestesia es posible consolidar la memoria. Es probable
que aun cuando la rata se encuentre anestesiada la sefial visceral provocada por la irritacion gastrica
alcance la amigdala para lograr la asociacion entre estimulo condicionado e incondicionado. Los
experimentos de Reddy y Bures (1981) apoyan esta teoria al registrar actividad en la amigdala de ratas
anestesiadas antes de la inyeccion del LiCL

Aunque es posible que las memorias aversivas sean resistentes a la anestesia por su relevancia
para la sobrevivencia, no puede ser el caso de todas las memorias no declarativas como el CM. En el
procedimiento que normalmente se lleva acabo en los protocolos de laberinto acudtico la temperatura
del agua es una variable importante a considerar. Las bajas temperaturas (entre 20 °C y 25 °C)
promueven estados motivacionales en las ratas para buscar la plataforma. Es probable que la amigdala
participe como modulador de estas tareas pero no se ha visto que participe en la consolidacion como el
hipocampo en el WM o el caudado dorsal en el CM.

En los resultados que obtuvimos en las tareas de laberinto acuatico de Morris se asemejan a lo
observado en las tareas de disociacion entre WM y CM (Packard y McGaugh, 1996; Teather ef al.,
2005; Miranda et al., 2006). En estos trabajos la lesion o inactivacion del hipocampo afectan el WM
pero no el CM. Con la inyeccion intraperitoneal de pentobarbital post-adquisicion, se obtiene la misma
disociacion: se afecta el WM pero no el CM. Si la hipdtesis de la relevancia para la supervivencia del
aprendizaje de las tareas para su resistencia a los farmacos amnésicos fuera cierta para el laberinto
acuatico de Morris, entonces el WM no seria afectado. Por lo que es mas probable que haya una
diferencia entre las demandas de las tareas, el funcionamiento de las estructuras para consolidar la
memoria o en los mecanismos de accion del pentobarbital, que hagan a las memorias no declarativas

resistentes al efecto amnésico del pentobarbital.
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Ya que se ha descrito que las memorias declarativas necesitan de un sistema cerebral para su
consolidacion; la integracion de las funciones de los componentes del sistema es indispensable. Los
choques electroconvulsivos y el uso de agentes amnésicos provocan irregularidades en el sistema que
evitan la integracion de informacion danando la memoria (Kurtz y Palfai, 1977). Es probable que el
efecto obtenido con el pentobarbital sea similar a lo observado con choques electroconvulsivos. Las
corrientes inhibitorias provocadas por la potenciacion en la neurotransmision gabaérgica del
pentobarbital interfiere en la comunicacion entre estructuras del sistema declarativo, impidiendo la
coherencia funcional necesaria para una correcta integracion de la informacion (Markowitsch, 1995;
Vertes et al., 2001; Lisman, 2005). Por otro lado, no hay un sistema de memoria no declarativa, sino
que este término agrupa tareas cuya caracteristica general es que se expresan unicamente a través de su
ejecucion como condicionamientos y tareas procedurales (Squire y Zola, 1996). La informacion
relevante de cada una de las tareas va a ser procesada por estructuras diferentes mas especificas y

subcorticales por lo que es posible que la informacion se consolide con mayor rapidez.

CONCLUSIONES

El pentobarbital interfiere con la formacion de memorias declarativas pero no con las no
declarativas. Estos resultados son consistentes con los reportados en estudios con humanos y otros
animales que presentan sindromes amnésicos después de alguna lesion en las estructuras del sistema
hipocampal. Existe evidencia de que ambas memorias cooperan para eficientizar la conducta de los
animales, pero también existe evidencia de especializacion de tareas entre las estructuras que marcan
los limites entre ambos tipos de memoria. De acuerdo a nuestros resultados, la inyeccidon post-
entrenamiento de una dosis de pentobarbital sddico es capaz de marcar un nuevo limite para diferenciar
entre memoria declarativa y no declarativa. La descripcion de loas limites entre memorias no solo
contribuyen con informaciéon con la teoria taxondmica de la memoria sino que puede tener una
importancia clinica ya que con estas investigaciones se pueden predecir qué tipos de memoria se dafian
con ciertas sustancias de abuso.

Esta tesis se plantea la disociacion con una metodologia que se centra en la consolidacion de la
memoria, lo que la hace relevante en comparacion con las invetsigaciones de anestesiologia. No
obstante, no ahonda en los mecanismos o las diferencias fisioldgicas o estructurales por los cuales existe

esta disociacion, por lo que se necesita mas investigacion al respecto.
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