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Resumen

El periodo inicial en la formacion de una memoria expresa un paso sensible que es la
consolidacion y ésta se refiere a la estabilizacion progresiva de un trazo recién adquirido y a su vez
depende de los procesos internos que aseguren que esta informacion pueda ser recuperada. Este
proceso implica una estabilizacion de las modificaciones sinapticas después de la experiencia del
aprendizaje, independientemente del sistema cerebral que esté implicado. Con el tiempo y la
experiencia, los recuerdos experimentan un proceso de reorganizacion que involucra diferentes
redes neuronales, es decir, pasan a un segundo nivel de consolidacion conocido como
consolidacion de sistemas, el cual se trata de un proceso mas prolongado e implica la
reorganizacion progresiva de algunas estructuras del cerebro.

El hipocampo es la regién principal implicada en este tipo de consolidacion, la teoria de
consolidacion propone que existe una transferencia de los nuevos conocimientos adquiridos desde
el hipocampo hacia areas corticales. Se sabe que el hipocampo estd implicado en el
procesamiento y almacenamiento de la memoria y navegacion espacial, informacion contextual
relacionada con el estimulo y en el aimacenamiento de la memoria de sabores seguros. Ademas,
otra estructura que esta relacionada con el procesamiento y almacenamiento de la memoria
gustativa y que participa en la consolidacion de tareas de memoria como el condicionamiento
aversivo al sabor (CAS) y la atenuacién de la neofobia es la corteza insular. Sin embargo, hasta el
momento no existen datos que aporten evidencia acerca del papel que juegan estas estructuras en

la permanencia de la memoria a largo plazo.

En este trabajo se analiz6 el efecto de la inactivacién en el hipocampo o la corteza insular después
de la consolidacion de la memoria de reconocimiento de sabores, empleando la tarea de
atenuacion de la neofobia, por medio de inyecciones intracerebrales de NMDA.

Los resultados indicaron que no hubo ningun efecto cuando se inactivé el hipocampo mediante
inyecciones de NMDA después de la consolidacién de la tarea de atenuacion de la neofobia y
tampoco hubo efecto cuando se inactivd esta estructura antes de la atenuacion de la neofobia lo
cual sugiere para el primer caso que no existe participacién del hipocampo en la permanencia a
largo plazo de la memoria de sabores seguros, se propone que esto es debido a que el trazo
previamente adquirido y consolidado se volvié independiente de dicha estructura; ademas se
sugiere la participacion de otras estructuras en compensacion del hipocampo inactivado. Se sabe
que el hipocampo esta conectado directa e indirectamente via corteza entorrinal (CE) con la
corteza perirrinal (CP), por lo tanto se sugiere la participacion de esta estructura.

En cuanto a la corteza insular la inactivacién de esta estructura mediante inyecciones de NMDA
después de la adquisicién y consolidacion de la atenuacion de la neofobia si hubo efecto sobre el
trazo de memoria previamente adquirido, por lo que se propone que existe participacion en la

permanencia a largo plazo de la memoria de sabores seguros de esta estructura.
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1. INTRODUCCION

1.1 Marco teérico

Las primeras especulaciones acerca de la memoria humana se remontan a los antiguos filésofos
griegos, principalmente Aristételes, quien estudiaba la memoria por medio de introspeccion,
andlisis légico y argumentacion (Squire y Kandel, 2009). Fue hasta el siglo XIX que el estudio de
los procesos relativos a la memoria adquirié caracteristicas de ciencia experimental en lugar de
filosoficas. Esta transicidn se inicié en 1885 con el trabajo titulado Uber das Gedachtnis (sobre la
memoria) del cientifico aleman Hermann Ebbinghaus, en el que aplica el método cientifico,
realizando experimentos en el laboratorio sobre memoria en condiciones controladas. Este trabajo
contenia el primer analisis sistemético de la memoria humana por medio de la experimentacién con
un sistema de memorizacion de silabas sin sentido (trigramas consonante-vocal-consonante), con
el propdsito de analizar cuanta informacién se podia recordar a través del tiempo (Anderson, 1995;
Ballesteros, 1999; Squire y Kandel 2009).

Con dichos experimentos comprobd que la memoria se establecia gradualmente, ya que
habia una correlacién directa entre un mayor nimero de repasos y la cantidad de silabas
recordadas. También descubri6 que habia un nimero maximo de silabas que podian ser
recordadas después de haber repasado so6lo una vez la lista de silabas, con lo cual anticipé una de
las divisiones fundamentales de la memoria: de corto y largo plazo (Fig.1). Posteriormente el
fildsofo William James en 1890 nombro a estas memorias que duran minutos u horas “memoria de
corto plazo” (MCP) en la cual no es necesario evocar la informacién porque ésta nunca abandona
el curso principal del pensamiento y “memoria de largo plazo” (MLP), en la que la informacién ya
no ocupa nuestra atencion y dejamos de estar conscientes de ella, pero podemos recuperarla a

voluntad cuando lo necesitemos (Bermudez-Rattoni y Prado, 2001).

Georg Miller y Alfons Pilzecker sugirieron que la memoria a largo plazo se consolida con
el tiempo, en otras palabras se vuelve “resistente a la interferencia”, teniendo como consecuencia
una vision mas extensa acerca del paso de las memorias labiles a memorias estables mediante el

proceso de consolidacion. (Squire y Kandel, 2009).

A mediados del siglo XIX la psicologia conductual poseia mas fuerza, Charles Darwin sugirid que
de la misma manera en que existen caracteristicas morfolégicas continuas en las especies, las
caracteristicas mentales son similares y de esa manera se podrian utilizar animales para el estudio
y la comprension de las nuestras. Basados en lo anterior el fisilogo ruso Ivan Paviov y el
norteamericano Edward Thorndike desarrollaron modelos animales para el estudio del aprendizaje,

lo que condujo a Pavlov a descubrir el condicionamiento clasico y a Thorndike a descubrir el

9


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

condicionamiento operante. Estos eventos impulsaron el uso de animales como modelos para

estudios de aprendizaje y memoria (Squire y Kandel, 2009).

Ensayo

[Entrada de informacion Memoraa e lidacion Memoria &
corto plazo largo plazo

Desechada

P

Fig. 1 Modelo propuesto por Atkinson y Shiffrin en el que se relacionan la memoria de corto y largo plazo
(Modificado de Bermudez-Rattoni y Prado 2001).

Més adelante, Karl Lashley psicofisiélogo norteamericano del siglo XX trat6é de responder la
incognita de dénde se almacena la memoria, por medio del entrenamiento de ratas para que
aprendieran a salir de un laberinto, posteriormente retiraba diferentes areas de la corteza cerebral
y volvia a colocar a las ratas en el laberinto para observar cuanto del aprendizaje se habia
mantenido. Descubrié que el déficit en el desempefio estaba correlacionado con el tamafio del area
cortical perdida, pero no con una localizacién especifica, con lo cual se demostré que no existe una

sola area central en el cerebro en la que se almacena la memoria (Goodwin, 2008).

Para explicar los resultados de Lashley, en 1949 Donald Hebb en su publicacion The
Organization of Behavior propuso que redes de células trabajan juntas para representar
informacién y que estos conjuntos se encuentran distribuidos en grandes areas de la corteza,
proponiendo con esto que la memoria no se almacena en un solo centro sino que se encuentra
distribuida en diferentes estructuras del sistema nervioso (Milner et al, 1998).

En 1957 Brenda Milner describié el caso del paciente Henry Gustav Molaison (HM iniciales
del paciente), con lo cual aportd evidencias acerca de la participacion de diferentes estructuras en
el proceso de consolidacion, cuando la memoria pasa de corto a largo plazo. Este paciente
padecia epilepsia severa y como tratamiento se le retiraron estructuras mediales del l6bulo

temporal; esto le trajo como consecuencia la incapacidad de almacenar nueva informacion
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(amnesia anterograda). El paciente podia registrar informacion perceptual de manera adecuada,
sin embargo no podia retenerla por mas de 40 segundos. Otras pruebas demostraron que su
habilidad sensorial visual podia mejorar a pesar de que no recordara ni estuviera familiarizado con
la tarea aplicada, ademas el paciente podia recordar todos los eventos previos a la intervencién
quirdrgica. Con esto se demostré que existen diferentes sistemas mnemodnicos en el cerebro,
afectdndose Unicamente la memoria a largo plazo (amnesia anterdgrada), en conjunto con
amnesia retrégrada (gradiente temporal). Entre las estructuras que fueron removidas al paciente
estan la amigdala, el giro hipocampal anterior y parte del hipocampo (Milner et al, 1998; Hawkins et
al, 2006; Pefia-Casanova, 2007, Dewer, et al., 2001).

Este trabajo demostré también que existen diferentes sistemas de memoria, uno de ellos
no depende del I6bulo medial y la memoria se adquiere con la repeticion de una tarea
expresandola a través del desempefio pero sin evocarla conscientemente, este tipo de memoria se
conoce como memoria “no declarativa” o “implicita” y se refiere a “saber cémo”. El otro sistema de
memoria se conoce como memoria “declarativa’ o “explicita” y se refleja al recordar hechos y
eventos refiriéndose al “saber qué, cuando y dénde” (Milner et al, 1998).

1.2 Aprendizaje y memoria a corto y largo plazo.

Para que una especie sobreviva en su entorno debe adoptar las conductas de comportamiento
adecuadas a su habitat; estas conductas o comportamientos se obtienen mediante la evolucion y el
aprendizaje (Anderson, 2001).

El aprendizaje y la memoria son propiedades del sistema nervioso que nos permiten
adquirir, retener y evocar diferentes tipos de informacién. De acuerdo al sistema clasificaciéon de
memoria de Tulving (1985), un sistema de memoria se define como la interaccion entre los

mecanismos de adquisicion, retencion y evocacion (Bermudez-Rattoni y Prado, 2001).

El aprendizaje es la capacidad de adquirir conocimiento y comunmente da como resultado
cambios en la conducta y puede clasificarse como aprendizaje no asociativo, en donde se
encuentran los fenébmenos de habituacion y sensibilizacién; aprendizaje asociativo en el cual los
organismos aprenden las relaciones entre eventos, estimulos o conductas y el aprendizaje
incidental o de procesos relacionados, donde el aprendizaje es estudiado como cambios
adaptativos debidos a las entradas incidentales de informacion, en éste aprendizaje el organismo

no identifica lo que esté aprendiendo, sin embargo lo refleja conductualmente (Dudai, 1989).

Al proceso por el cual el aprendizaje es codificado, almacenado y evocado a lo largo del tiempo se
le denomina memoria (Kandel et al, 2000).
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El aprendizaje le permite a los organismos demostrar la informacion adquirida dentro del
ambiente en el que se desarrollan y a la memoria llevar un registro de la experiencia. Y de esta
Ultima dependen los cambios en nuestro comportamiento obtenidos del aprendizaje en
experiencias previas y esto a su vez nos lleva a la supervivencia a las condiciones de un medio
(Anderson, 2001).

En la actualidad la clasificacion de memoria para mamiferos mas empleada es la de Larry
Squire. La cual se basa en el analisis de los dafios en los sistemas de memorias como
consecuencia de lesiones en pacientes con padecimientos neuroldgicos (Fig. 2). Kandel sugiere
gue tanto en la memoria implicita como en la explicita, hay etapas que son codificadas como
cambios en la fuerza sinaptica y que se correlacionan con las fases del comportamiento en la
memoria a corto y largo plazo (Kandel, 2001).

MEMORIA A LARGO PLAZO
NO DECLARATIVA
(IMPLICITA)
DECLARATIVA
(EXPLICITA)
EPISODICA SEMANTICA  yaBILIDADES Y PRIMING  ASOCIATIVA NO ASOCIATIVA
PROCEDIMIENTOS

Fig. 2 Sistemas de memoria en mamiferos segun Squire (Modificado de Milner et al, 1998).

La memoria es un fenédmeno complejo y diverso por lo tanto no se puede estudiar como un
todo, ésta tiene que fraccionarse. De este fraccionamiento viene el concepto de sistemas de
memoria (Fernandez y Bermldez- Rattoni, 2001).

La adquisicion es la entrada de nueva informacién que sera procesada (Kesner y Rogers, 2004).
La consolidacidn se refiere al proceso mediante el cual se almacena la memoria a largo plazo y es
dependiente de sintesis de proteinas (Mc Gaugh, 2000). La evocacion, resulta en la expresion de
la conducta por la experiencia e implica la recuperacion de la informacién almacenada (Baddeley,
1999).

12
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El I6bulo temporal medial ha sido relacionado con la formacidn, consolidacién y recuperacion de la
memoria, mientras que las areas corticales han sido asociadas principalmente con el

almacenamiento a largo plazo de procesos de control cognoscitivos (Squire y Kandel, 2009).

Inmediatamente después del aprendizaje existe un intervalo de tiempo muy breve en el que
los procesos de sefializacion molecular, como la expresion de factores de transcripcion tempranos
y los genes de expresion temprana, son susceptibles de ser interrumpidos. Este proceso, llamado
consolidacion, es dependiente de sintesis de proteinas, por lo tanto se puede afectar la
consolidacion de la memoria a largo plazo por medio de inhibidores de la sintesis de proteinas
durante este periodo de tiempo (Davis y Squire 1984; Dudai 2004). La consolidacion celular o
sindptica se refiere a la cascada de modificaciones postraduccionales de las proteinas sinapticas,
la activacion de factores de transcripcion, la modulacion de la expresion génica en la sinapsis y el
cuerpo celular, asi como la reorganizacion de las proteinas sinapticas, que termina con la

remodelacion sinaptica, todo esto con el fin de hacer un trazo estable de la memoria (Dudai, 2004).

Se ha demostrado ademas que una memoria puede pasar por un estado labil en el cual
puede ser perturbada o desplazada por la entrada de nueva informacién al sistema (Squire y
Kandel, 2009).

Erick Kandel y James Schwartz encontraron que cambios sinapticos en el comportamiento
a corto plazo eran expresados incluso cuando la sintesis de proteinas era inhibida. Esto sugirié que
la plasticidad sinaptica a corto plazo podia ser mediada por un sistema de segundos mensajeros

como el de la adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Kandel, 2001).

Kandel propuso también, que durante el almacenamiento de la MLP una estrecha cascada de
genes de activacion es encendida y contralada con genes supresores de la memoria, que proveen
un umbral o punto de control para el almacenamiento de una memoria, presumiblemente para
asegurar que solo las caracteristicas mas sobresalientes sean aprendidas. Los supresores de
memoria permiten la modulaciéon de la memoria de almacenamiento por estimulos emocionales,
como ocurre en “recuerdos flashbulb”, que son recuerdos de acontecimientos con una carga

emocional que pueden ser evocados a detalle.

Por lo tanto la MCP fue considerada como un sistema de almacenamiento temporal que contendria
una cantidad reducida de informacion (Kandel, 2001), mientras que la MLP fue considerada como
un depdsito de conocimiento mas permanente, sin ninguna limitacion aparente de capacidad (Fig.
3) (Anderson, 2001).
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Fig.3 Fases de la memoria (Modificado de Dudai et al, 2004).

Para el almacenamiento de la MCP, ya sea memoria implicita o explicita, se requiere de
diferentes vias de sefializacion. Los cambios de la sinapsis a corto plazo involucran modificaciones
postraduccionales de proteinas, que conducen a modificaciones de conexiones sinapticas

preexistentes (Kandel, 2001).

Cuando la informacion llega a través de las entradas sensoriales, se liberan diferentes
transmisores dependiendo del estimulo en particular y de la estructura cerebral que participa, de
esta manera se activan canales que permiten el paso de iones y esto genera diversas cascadas de
segundos mensajeros. Dentro de los mecanismos involucrados en la MCP se encuentra la
fosforilaciéon a través de cinasas; la activacion de estas enzimas produce cambios transitorios de
corta duracion en la fosforilacibn de canales ibénicos, receptores, enzimas y proteinas del

citoesqueleto (Micheau y Riedel, 1999).

Los cambios sinapticos a largo plazo involucran la activacion de genes de expresion
temprana, sintesis de proteinas y la formacion de nuevas conexiones. El almacenamiento de la
memoria a largo plazo para la memoria explicita e implicita, requiere una via de sefalizacion donde
participan ademas de muchas otras moléculas, proteina cinasa A (PKA), proteina cinasa asociada
a microtibulos (MAPK) y factor de transcripcion CREB-1 (por sus siglas en inglés “CAMP

responsive element binding protein 1"), ésta Ultima se localiza en el nicleo (Kandel, 2001).

La MLP requiere de sintesis de proteinas (Squire, 1987). Esto se lleva a cabo mediante la
activacion de segundos mensajeros, por ejemplo, la adenilato ciclasa (AC) que aumenta los niveles
de (AMPc). El aumento de AMPc hace que la PKA se active. A continuacion el factor de la
transcripcion dependiente de AMPc (CREB), se activa, la fosforilacion de CREB promueve el

reclutamiento de coactivadores transcripcionales que inducen la transcripcion de genes de
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expresion inmediata, los cuales activan la transcripcion de genes de expresion tardia. Por
consiguiente la transcripcion y la traduccion en la sinapsis modifica la configuracion de la misma,

insertando nuevos receptores y modificando la liberacion de neurotransmisores (Dudai, 2002).

1.3 Participacion de maltiples estructuras en la consolidacion

Para que la informacién adquirida pueda perdurar a través del tiempo en el cerebro se requiere de
un evento conocido como consolidacion, el cual expresa un paso sensible en la formacion de una
memoria; se refiere a la estabilizacion progresiva de un trazo recién adquirido y a su vez depende
de los procesos internos que aseguren que esta informacion pueda ser recuperada. Este proceso
implica una estabilizacion de las modificaciones sinapticas después de la experiencia del

aprendizaje, independientemente del sistema cerebral que esté implicado (Dudai, 1996).

Se cree que los recuerdos pasan a un segundo nivel de consolidacion determinado
conocido como consolidacion de sistemas, el cual se trata de un proceso mas prolongado e
implica la reorganizacion progresiva de algunas estructuras del cerebro que ocurre después de la
consolidacion sinaptica (Squire y Kandel, 2009). Este tipo de consolidacion fue descrito primero
por Ribot que observo que en una lesion en el cerebro o en una enfermedad eran menos afectados

los recuerdos remotos de la memoria que los mas recientes (Squire y Kandel, 2009).

La teoria de consolidacion de sistemas propone que existe una transferencia de los nuevos
conocimientos adquiridos desde el hipocampo hacia areas corticales a través del tiempo, lo cual se
refiere a una consolidacién en un segundo nivel de la memoria. Existen evidencias que apoyan
esta teoria cuando se trata de memorias episédicas, sin embargo también otros tipos de memoria
persisten a través del tiempo independientemente de que en un inicio dependan o no del

hipocampo.

Los sistemas de consolidacién han sido desde entonces evaluados en modelos humanos y
animales mediante lesiones o inactivaciones temporales del hipocampo (Anagnostaras et al, 1999;
Knowlton y Fanselow 1998; Maren et al, 1997). En 1992 Kim y Fanselow propusieron una
participacion temporal del hipocampo, ellos encontraron que inactivando el hipocampo
inmediatamente después de la adquisicion del contexto pero no del tono pareado en la memoria
del miedo, dafiaban la retencion de la misma. Por otro lado no hubo efectos sobre ésta cuando la
lesién era realizada después de un intervalo largo de tiempo posterior a la adquisicion. Esto
sugiere que el hipocampo juega un papel limitado por el tiempo en el condicionamiento contextual
al miedo. De acuerdo con estos estudios posteriormente se planted que por lo menos cuando se
trata de recuerdos episddicos, el hipocampo tiene una participacion temporal en el almacenamiento
de una memoria (Deweer et al, 2001; Milner, 2005).
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De manera similar Zola y Squire en 1990 observaron que una lesion del hipocampo de 2 a
4 semanas post-entrenamiento en monos, produjo severos déficits en pruebas de discriminacion
de objetos pero no asi en los monos a los que se les lesiond la misma estructura pero después de
8 a 16 semanas del entrenamiento (Zola-Morgan y Squire 1990). Estos estudios dieron una nocion
de que los sistemas de consolidacién de memoria mediados por el hipocampo ocurren por un
periodo de tiempo limitado (semanas o meses), después del cual las memorias entran a un mayor
estado de resistencia a las interferencias y son posiblemente almacenadas en algun lugar de la
corteza (Zola-Morgan y Squire, 1990; Kim y Fanselow, 1992; Bontempi et al, 1999; Frankland et al,
2004).

Existe otra explicacion tedrica acerca de la interaccion entre estructuras, que se basé en
casos humanos de amnesia y fue conocida como “El sindrome de desconexién”. Con estos datos
se pudieron explicar los casos de amnesia retrégrada en los que algunas estructuras dafiadas del
sistema de recuperacion, formado por la corteza temporal ventrolateral prefrontal, anterolateral y
sus interconexiones (componentes de este sistema que pueden tener ademas otras implicaciones);
gue se pensaba participaban en la recuperacion provocaban deterioro de la memoria, esto aun
cuando las estructuras de almacenamiento original no fueran tocadas. En este trabajo se
establecieron las siguientes hipotesis; tanto la amnesia anterégrada como la retrégrada constituyen
sindromes de desconexion, el dafio combinado de las regiones del I6bulo temporal lateroventral,
prefrontal y anterolateral constituyen el principal objetivo para que ocurra la amnesia retrograda; los
hemisferios derecho e izquierdo son responsables de la recuperacion de diferentes tipos de
informacién. Asimismo plantea que cuando ademas de varios eventos de recuperacion o aspectos
de este tipo de eventos estdn en una rivalidad temporal directa entonces, la supervision y guia
paralela y serial es obligada, por consiguiente un mayor nimero de regiones en el cerebro seran
por lo general ocupadas simultdneamente, por lo cual las estructuras que coordinan esta
informacién recuperada tienen un rol especial. Si tal coordinacion de modulos o redes de
conexiones es interrumpida por dafio focal al cerebro la probabilidad de recuperacion exitosa
decrecerd drasticamente incluso cuando el loci de los engramas no haya sido tocado durante el
dafio al cerebro y el sindrome de desconexién puede ser la consecuencia (Markowitsh, 1995).

El sistema de consolidacion plantea una teoria que sugiere que cuando nueva informacion
es originalmente codificada y registrada, la memoria de este nuevo estimulo, llega a ser retenida
en el hipocampo y en la region cortical, las memorias consideradas como nuevas y que son
originalmente dependientes del hipocampo se transforman en memorias remotas en redes
corticales y se vuelven independientes de hipocampo (Frankland y Bontempi, 2005). Un ejemplo
es el estudio de Squire y Zola que hicieron en el 2000, en el que observan un déficit en la memoria

de reconocimiento de objetos reciente pero no en la memoria remota, al lesionar de manera
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bilateral la formacién hipocampal en monos entrenados para desplazar objetos que cubrian los
contenedores de alimentos (Zola et al, 2000).

Diversas teorias han sido propuestas para explicar esta mdltiple participacion de
estructuras en la MLP. Como ejemplo estan los autores Nadel y Moscovitch, quienes revisaron un
trazo multiple, que plantea que la retencién y la recuperacion detallada de memorias
autobiogréficas dependen del sistema hipocampal, sin importar cuanto tiempo antes haya sido
adquirida esta informacion (Nadel y Moscovitch, 1997). Por otro lado, en los recuerdos de la
memoria semantica también existe contribucidon durante algin tiempo por parte del sistema
hipocampal, antes de que la memoria pueda ser recuperada de forma independiente. Sin embargo,
recuerdos de la memoria semantica pueden tener elementos episodicos asociados a ellos que
continlen almacenados en el hipocampo a los que llamamos dependientes del hipocampo, estos
se distinguen en recuerdos espaciales detallados obtenidos por experiencia (memoria episédica) y
recuerdos esquematicos (memoria semantica) que son suficientes para la navegacién pero no para
la re-experimentacion del medio ambiente en el cual estos fueron adquiridos; en la memoria
episodica y semantica el primer tipo de memoria espacial es dependiente del hipocampo sin
importar cuanto tiempo atras fue adquirido, sin embargo el Ultimo puede sobrevivir 0 mantenerse
independientemente del hipocampo y entonces es representado en estructuras extra-hipocampales
(Nadel et al, 2000; Moscovitch et al, 2005).

Ademas se ha reportado que la actividad metabdlica en el hipocampo es mas alta durante
la consolidacion, sin embargo la actividad cortical también ha sido detectada aunque con menor
intensidad. Estos patrones de actividad se invierten cuando la memoria reciente llega a ser
memoria remota, sugiriendo con esto la participacion de todas las estructuras en todo momento,
pero con diferente relacion de tiempo-fuerza, y no proponen una real independencia del hipocampo
0 una transferencia del trazo a areas corticales (Bontempi et al, 1999).

Adicionalmente Cui y colaboradores puntualizaron una participacién temporal de los
receptores de NMDA en el prosencéfalo para las memorias dependientes e independientes del
hipocampo después de la consolidacién, con el fin de ser recuperado después de un periodo de
tiempo de 9 meses posterior a la tarea de aprendizaje. Ellos propusieron este mecanismo como un
requerimiento general para un almacenamiento permanente de memorias remotas en el cerebro
(Cui et al, 2004).

Por otra parte, Dash propone la “teoria C" que se refiere al sistema de consolidacion y en
la cual postula que la memoria es almacenada simultineamente en areas hipocampales y
neocorticales y quizas en otras estructuras no hipocampales, como resultado del aprendizaje. El

hipocampo juega el papel de coordinador inicial para la recuperacion de la memoria hasta que
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conexiones extra hipocampales hayan desarrollado la capacidad para hacerse cargo de este papel.
El evento que define el periodo de dependencia del hipocampo es el tiempo de transporte que les
toma a las proteinas viajar a través las conexiones extrahipocampales desde el soma a sitios
sindpticos especificos. Informacion espacial especifica y caracteristicas relacionadas con ésta
permanecen almacenadas en el complejo hipocampal incluso después del periodo de
consolidacion (Dash et al, 2004).

Més adelante, Morris, plante6 tres hipétesis de cémo tiene lugar la persistencia de la
memoria. Una de ellas, la mas importante para nuestro trabajo sugiere que la persistencia de la
memoria no tiene que ser determinada en el momento inicial de la formacion del trazo de memoria,
sino que depende de la activacion neural en la cual ocurren cambios sinapticos (Morris, 2006).
Previamente Frey y Morris (1997) encontraron que el mantenimiento de la LTP (potenciacion a
largo plazo) que es el principal mecanismo celular que subyace a la memoria, depende
principalmente de la actividad de la neurona y no sélo de los eventos locales que ocurren en su

induccion.

Existe evidencia de la participacién de mas de una estructura durante la codificacion y
recuperacion tanto para las memorias dependientes del hipocampo (Bontempi et al, 1999) como
para las independientes del hipocampo (Garcia-DelLaTorre et al, 2009). Cuando una tarea es
esencialmente dependiente del hipocampo durante el aprendizaje, lesiones de esta estructura

perturban por igual a la memoria reciente y remota (Nadel y Moscovitch, 1997).

Estos trabajos sugieren la participacion de diversas moléculas y estructuras que permiten
la consolidacion y la permanencia de la memoria en el cerebro a largo plazo en los diferentes tipos
de memorias, esta permanencia de la informacion adquirida a través del tiempo es la caracteristica
mas relevante de la memoria, junto con la posibilidad de que esta informacién pueda ser

recuperada de esta memoria previamente consolidada.

Se podria asumir también la participacion de diversas estructuras cerebrales para una
misma memoria y que ademas algunas de estas mismas estructuras lleguen a activarse cuando la
memoria sea evocada, ademas se sugiere que todas las estructuras involucradas en la

recuperacion o en la expresion de un trazo de memoria son parte de su estabilidad.
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1.4 Memoria de reconocimiento de sabores

Los animales han desarrollado y perfeccionado habilidades de supervivencia a lo largo de su
evolucion en el planeta, quizds una de las méas importantes o (tiles, sea la habilidad para
memorizar sabores seguros, esta memoria les permite recordar sabores que han probado

previamente.

La caracteristica que define este aprendizaje es la asociacion formada entre los estados viscerales
(sefialados a través de aferencias viscerales) y estimulos externos (mediados por aferencias
gustativas, olfativas, visuales o somatosensoriales) (Bures, 1998).

En el caso de la alimentacién, cuando un animal descubre un sabor nuevo la conducta
normal es una reduccién en el consumo del mismo, esta respuesta es llamada neofobia (NF). Si el
nuevo sabor no tiene consecuencias adversas para el animal, en posteriores ocasiones de
exposicion al sabor, incrementard su consumo y etiquetara al sabor como seguro, este proceso es
conocido como atenuacion de la neofobia (AN). Por el contrario, si el consumir este nuevo sabor le
trae como consecuencia malestar al animal, este sabor serd etiguetado como no seguro,
desarrollando una aversion de larga duracion y el animal evitard consumirlo nuevamente. Este
proceso es conocido como condicionamiento de aversion a los sabores cuando se realiza en un
ambiente controlado (CAS), Fig. 4 (Bermudez-Rattoni, 2004).
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Fig. 4 Gréfica de sabores de seguro y aversivo. (Modificado de Bermidez-Rattoni, 2004).
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John Garcia describié en 1995 el paradigma conductual del CAS, su trabajo consistié en exponer a
las ratas a rayos gamma, los cuales les causaban malestar gastrointestinal, mientras éstas bebian
agua con un sabor especifico (sacarina). Cuando a las ratas se les presentd nuevamente ese
sabor disminuyeron su consumo, lo cual reflejo aversion al sabor (Garcia et al., 1995).

En la actualidad esto se conoce como condicionamiento aversivo al sabor, en el cual se asocia un
sabor como estimulo condicionado (EC) y se provoca un malestar gastrico que actia como el
estimulo incondicionado (El), el sabor sigue siendo sacarina (EC), pero el malestar géastrico (El)

ahora es una inyeccion intraperitoneal de Cloruro de Litio (LiCl), Fig.5.

Condicionamiento
aversivo a los
sabores

Consumo de /‘i // \\

sacarina &/ Inyeccién de

/

4 LiCl Malestar gdstrico

Prueba ) . Aversion
> condicionada

Fig 5. Condicionamiento aversivo a los sabores (Modificado de Bermdez-Rattoni y Prado 2001).

El CAS ha sido muy utilizado en roedores como un paradigma de aprendizaje y memoria
(Welzl et al.,, 2001), debido a que presenta una répida adquisicion, s6lo se requiere de un
apareamiento entre el EC y el El para ver a largo plazo los efectos conductuales. Ademas el CAS
permite tener una vision clara del tiempo en el cual se pueden identificar sefiales neuronales, esto
debido a que el aprendizaje es fuerte y duradero. Permitiendo conocer de manera amplia las
estructuras cerebrales, implicadas en este aprendizaje (Yamamoto et al., 1998).

La memoria segura y la aversiva dependen de una representacion neural del sabor,
llamada trazo de memoria del sabor, esta representacién puede ser procesada en paralelo en
diversas regiones cerebrales cambiando su direccidn hacia seguro o aversivo, dependiendo de las

consecuencias del consumo del sabor (Bermudez-Rattoni, 2004).
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Los sustratos neurales del CAS se han estudiado a través de técnicas electrofisioldgicas,
farmacoldgicas, anatémicas y de lesiones cerebrales y se ha obtenido la siguiente descripcion
simplificada, la via gustativa de la lengua alcanza la parte rostral de nucleo del tracto solitario
(NTS) a través de los pares craneales VII, IX y el X (BermUdez-Rattoni, 2004), estas neuronas
mandan sus axones ipsilateralmente hacia el nicleo parabraquial (NPB) en su porcion medial a
través de la formacién reticular (Yamamoto et al., 1994).

El NPB proyecta fibras a la porcién parvocelular del nicleo ventro-posterior-medial del
talamo, al hipotdlamo lateral, al nicleo cama de la estria terminallis, a la amigdala central (Ace) y a

la amigdala basolateral (ABL) (Bermudez-Rattoni y Yamamoto, 1998).

Existen al menos dos vias por medio de las cudles el estimulo que provoca el malestar
llega al sistema nervioso central. El nicleo del tracto solitario caudal recibe proyecciones de las
ramas hepdticas del nervio vago, que son sensibles a irritacion gastrica, y del area postrema, que
es sensible a toxinas en la sangre; las proyecciones del nicleo del tracto solitario llegan al ndcleo
parabraquial externo lateral, la amigdala central y el nicleo hipotalamico paraventricular. De la
porcién lateral del nacleo parabraquial existen proyecciones a la parte ventral posterolateral del
talamo, que junto con la amigdala central presenta eferencias hacia la corteza insular (Cl) (Fig. 6)
(Bermudez-Rattoni, 2004).
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Fig. 6 Vias de procesamiento del estimulo gustativo. CS, estimulo condicionado; US, estimulo incodicionado;
NTS, nucleo del tracto solitario; dls, sub-nlcleo dorsolateral; els, sub-nlcleo exterior lateral; VPM, nicleo del
talamo ventral posteromedial; VPL, nucleo del talamo ventral posterior lateral; NBM, nudcleo basalis
magnocelular; IC, corteza insular; AMI, amigdala; BLA, amigdala basolateral; CEA, amigdala central
(Modificado de Bermudez-Rattoni, 2004).
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Las vias viscerales y gustativas convergen en varias estructuras cerebrales, donde el
malestar y el sabor son asociados para crear lo que posteriormente serd un trazo de memoria
(Bermudez-Rattoni, 2004).

1.5 Corteza insular

Existe evidencia que relaciona a la Cl con el procesamiento y almacenamiento de la memoria
gustativa, también se le conoce como corteza visceral, ya que recibe informacion de tipo gustativa
y conexiones del tAlamo, aunque sus principales conexiones provengan del sistema limbico, y son
aferencias de la amigdala. En la rata, la corteza insular se encuentra ubicada en la superficie
lateral del cerebro: esta delimitada por un area que abarca la corteza frontal y la corteza perirrinal
en direccién al rostro caudal, en su parte ventral va desde la corteza somatosensorial hasta la

periforme (Bures, 1998).

Esta corteza en la rata, ademas de encargarse del procesamiento de informacion
gustativa, también esté relacionada con la consolidacion de tareas de memoria como el CAS vy la

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

La ClI recibe proyecciones colinérgicas y GABAérgicas del nicleo basalis magnocelularis; también
recibe proyecciones glutamatérgicas del sistema limbico incluyendo a la amigdala y el nicleo
mediodorsal del talamo y de la corteza prefrontal (Bermldez-Rattoni y McGaugh, 1991).

La CI estd involucrada en reacciones viscerales, estrés y procesos de aprendizaje y
memoria bajo diferentes modelos de estudio, como la prevencién pasiva (Bermudez-Rattoni y
McGaugh, 1991), laberinto acuatico de Morris (Gutierrez et al., 1999) y CAS (Bermudez-Rattoni,
2004). En el reconocimiento de sabores, estudios electrofisioldgicos demuestran que la Cl presenta
caracteristicas diferenciales en cuanto a estimulacion mediante un determinado sabor. Las
neuronas estimuladas con un sabor dulce se encuentran en la parte rostral, y con quinina en la
region caudal y la regién granular. Esto sugiere que la Cl es la region responsable de la percepcién
gustativa, que ademas puede recibir otro tipo de informacion sensorial, lo anterior hace que la ClI
se considere una estructura multimodal en la que se procesan las sefiales sensoriales (Yamamoto
et al., 1989).

Particularmente se ha demostrado que la Cl es importante para la adquisicion de la
memoria gustativa de aversion (Bermudez-Rattoni y McGaugh, 1991; Escobar y Bermudez-Rattoni,
2000), ya que existen trabajos donde se inactiva temporalmente esta estructura por medio de un

bloqueador de canales de sodio sensibles a voltaje, la tetrodoxina (TTX) antes de la adquisicion de
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la tarea, impidiendo asi la formacién del CAS (Gallo et al., 1992). Existe otro trabajo en el que se
interrumpe la adquisiciéon y evocacion del CAS mediante lesiones en la Cl con inyecciones de
NMDA (Ramirez-Amaya et al., 1998).

Ademas Stehberg and Simon (2010) encontraron que la CIl tiene una participaciéon
independiente del tiempo en la memoria de aversion al sabor. Ellos describen una completa
disrupcion de la memoria cuando lesionaron la Cl después de una o seis semanas de la
adquisicion del CAS. Al respecto, también se sabe que la inactivacion de la fosforilacion de la
proteina cinasa Mz (PKMz) en la Cl después de la consolidacién del CAS (hasta un mes después
de la adquisicién), afecta la persistencia de MLP pero no su adquisicion (Shema et al, 2007).

1.6 Hipocampo

El hipocampo (HC) forma parte del sistema limbico y es una estructura localizada dentro del I6bulo
temporal, se considera una estructura que forma parte de la corteza primitiva (Martin y Clark,
2007).

El hipocampo incluye las regiones cuernos de Amén (CA) y el giro dentado (fig 7). La formacion
hipocampal incluye el hipocampo y también incorpora el subiculo; el complejo hipocampo ademas
incluye la regién parahipocampal la cual incorpora la corteza entorinal, perirrinal y la para-
hipocampal (Moscovitch et al, 2005). El hipocampo recibe informacién sensorial polimodal por
medio de la corteza entorrinal y posee conectividad aferente y eferente con estructuras

subcorticales y corticales frontales (Martin y Clark, 2007).

Se ha establecido que el hipocampo contiene una representacion celular del espacio, un
mapa cognitivo del espacio y que lesiones a ésta estructura interfieren con tareas espaciales
(Kandel, 2001). En 1972, Terje Lomo y Tim Bliss descubrieron que la via perforante, una via
importante dentro del hipocampo, exhibia plasticidad dependiente de actividad, un cambio llamado
potenciacion a largo plazo (LTP) (Kandel, 2001).
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Fig.7 Regiones del Hipocampo. J: amigdala basolateral; K: hoja suprapiramidal del giro dentado (Supra DG);
L: hoja infrapiramidal del giro dentado (Infra DG); M: CA4; N: CA3; O: CA2; P: CA1 (Modificado de
VanElzakker, M.B. et al, 2011).

En la region CA1 del hipocampo, el LTP es inducido post-sindpticamente por activacion de
un receptor NMDA para glutamato. A finales de 1980 Richard Morris descubrié que blogueando
farmacoldgicamente el receptor NMDA no sélo interferia con el LTP sino también bloqueaba el
almacenamiento de la memoria. Basados en lo anterior Kandel y colaboradores bloguearon
farmacolégicamente el LTP con un antagonista del receptor NMDA. Cuando pusieron a los
animales en un nuevo ambiente, los animales con los receptores NMDA bloqueados formaron un
buen mapa espacial que fue aun estable una hora después. Sin embargo, a las 24 horas muchas
células piramidales no lograron retener la representacion del campo que tenian inicialmente. Esto
sugiere que la activacion de los receptores de NMDA probablemente es un paso en la modificacion
de la fuerza de la sinapsis requerido para la estabilizacion a largo plazo de un mapa de células de
lugar (Kandel, 2001).

Existe evidencia de que el hipocampo esta implicado en el procesamiento y
almacenamiento de la memoria y la navegaciéon espacial, ya que el dafio en el hipocampo de
roedores causa un déficit en el aprendizaje y la memoria en un amplio rango de tareas espaciales
(Martin y Clark, 2007).

Se posee informacién que propone que el hipocampo almacena informacion contextual relacionada
con el estimulo (Balderas et al. 2008). Sin embargo, en un sentido mas amplio se ha sugerido que
otras asociaciones relevantes entre el estimulo pueden ser creadas y almacenadas en el
hipocampo (Mayes et al, 2007 en De la Cruz et al, 2008).
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Se ha demostrado que el hipocampo esté involucrado en el almacenamiento de la memoria
de sabores seguros a largo plazo, ya que al inhibir la sintesis proteica con inyecciones de
anisomicina en esta estructura durante la tarea de atenuacion de la neofobia, afectan la
consolidacion. Sin embargo, las mismas inyecciones antes del condicionamiento de aversion al
sabor no tienen efecto. Estos efectos sugieren que la sintesis de proteinas en el hipocampo es
necesaria para establecer la memoria a largo plazo de sabores seguros, y también abren la
posibilidad de otras relaciones entre los elementos de tiempo y espacio ademas de ser procesado
y consolidado en el hipocampo. Estos resultados demuestran que diferentes estructuras dentro del
I6bulo medial temporal consolidan caracteristicas relevantes especificas de la memoria segura y
aversiva (Krane, et al., 1976; De la Cruz et al, 2008).

Ademas de estas evidencias de la participacion del hipocampo en la memoria de sabores
seguros, se ha sugerido también que el contexto en el que se encuentre el animal es un
componente relevante. Gallo y colaboradores en 1992 observaron que el contexto temporal puede
ser un importante componente de la memoria de sabores. Diferencias en la hora del dia en el cual
tuvo lugar la adquisicion y las pruebas, afectaron la expresiéon de la memoria de sabores seguros a
largo plazo. Este efecto puede ser mediado por el hipocampo ya que lesiones a esta estructura
afectan la funcién de los efectos del tiempo en la memoria de sabores seguros (Gallo 2005 en De
la Cruz et al, 2008).

El hipocampo también participa en la memoria espacial, ésta algunas veces es
considerada dentro del contexto de la memoria episddica y raramente en el contexto de memoria
semantica ya que parece ser ortogonal a esta categoria. Sin embargo Moscovitch en 2005, dividio
la memoria espacial dentro de dos categorias analogas a las de la memoria explicita. El propuso
gue esto seria Util para distinguir entre las memorias espaciales que consisten en la percepcion
espacial detallada de los ambientes conocidos (correspondientes a la memoria episédica
autobiogréfica), a la de aquellos que consisten en representaciones esquematicas de la topografia
(correspondientes a la memoria semantica). Las representaciones detalladas no s6lo consisten de
informacién aloncéntrica y egocéntrica acerca de rutas y mapas del ambiente (topografia del
ambiente), sino también de la apariencia de los elementos de los cuales ese ambiente esta
comprendido, esto favorece que se pueda re-vivir ese ambiente mentalmente (Moscovitch et al,
2005).
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1.6.1 Receptores NMDA

Los receptores N-metil-D-aspartato (NMDARSs) tienen un rol critico en la transmision sinaptica
excitatoria, plasticidad y excitotoxicidad en el sistema nervioso central (Cull-Candy et al, 2001). Son
receptores ionotrépicos no selectivos a cationes que permiten la entrada de calcio, sodio y potasio
(Siegel et al, 1999). Los NMDARs sirven como un detector de coincidencia celular para la
plasticidad sinaptica y la formacion de la memoria (Cui et al, 2004). La coincidencia celular es un
proceso por medio del cual una neurona o un circuito neuronal puede codificar informacion
mediante la deteccién de la ocurrencia de sefiales simultaneas (pagina web http://www.merriam-

webster.com/medlineplus/neuroscience; consulta diciembre, 2012).

Su participacion en estos procesos refleja sus caracteristicas dentro de las cuales estan; la
presencia de sensibilidad a cambios de voltaje por concentraciones extracelulares de iones de Mg
> alta permeabilidad al ca”™ y de una cinética de activacién/desactivacion lenta; estos receptores
también muestran sensibilidad a una serie de ligandos y moduladores presentes en la sinapsis: el
co-agonista de la glicina debe unirse antes de que los receptores puedan ser activados, esto
ocurre mientras niveles fisiolégicos de protones impiden la activacién de los NMDARs (Fig.9),
también el Zn** extracelular y las poliaminas pueden actuar sobre los receptores modificando su
comportamiento (Cull-Candy et al, 2001).

Los NMDARs parecen funcionar como un ensamble heteromérico compuesto por multiples
subunidades NR1 en combinacién con por lo menos un tipo de subunidad NR2. La subunidad NR3
no es una forma funcional del receptor por si sola, pero puede ensamblarse con el complejo
NR1/NR2. Es asi como cada una de estas subunidades le confiere distintas propiedades al
receptor en mayor o menor medida, gran parte de la importancia funcional atribuida a estos
receptores esta determinada por la expresion de varias subunidades e isoformas (Cull-Candy et
al.,2001). Se ha demostrado que los receptores de NMDA en la region hipocampal CAl estan
ligados funcionalmente con el aprendizaje espacial dependiente de hipocampo. (Moosgan et al,
2005).

Ratones knockout para el receptor NMDA en la region hipocampal CA1, presentan graves
déficits en el aprendizaje espacial y no espacial. Por el contrario el restablecimiento genético de las
funciones de receptores NMDA resulta en el incremento de la deteccion de coincidencia sinaptica
y mejoramiento del aprendizaje y memoria (Cui et al, 2004). Asimismo el incremento de la funcién
del receptor NMDA a través de la sobre expresion de NR2B en el procencéfalo aumenta la
retencion y acelera la extincion del condicionamiento al miedo con contexto y con claves (Tang et
al, 1999).
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Cui y colaboradores en 2004 sugirieron que se requiere de la presencia continua de estos
receptores para el almacenamiento permanente de memorias remotas (independientes de
hipocampo) en el cerebro, ademas de que la reactivacion del receptor NMDA es la clave del
mecanismo de reforzamiento de re-entrada sinaptica de forma dinamica y estable a largo plazo
para la preservacion de la estabilidad del cerebro (Cui et al, 2004).

Receptor NMDA

Nat
CaZ+ e
Glutamato .
Zn2+
Glicina
’ M92+

extracelular

intracelular

v

K+

Fig. 9 Receptor NMDA (Modificado de www.encuentros.uma.es/encuentros83/nmda.html; consulta

agosto, 12)
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2. Planteamiento del problema

El hipocampo (HC) juega un papel importante en diversas tareas de memoria, en la adquisicion y
consolidacion de memorias espaciales, en la formacion de la memoria de reconocimiento de
objetos en un contexto y recientemente se ha visto que también participa en el reconocimiento de

sabores seguros.

La corteza insular (CI), en cambio, esta relacionada con el procesamiento y almacenamiento de la
memoria gustativa, a ella llega informacion de tipo gustativa y conexiones del tadlamo, sus
principales conexiones provienen del sistema limbico, y son aferencias de la amigdala, esta
relacionada con la consolidacién de tareas de memoria como el CAS y la atenuacion de la
neofobia.

Sin embargo, hasta el momento no existen datos que aporten evidencia acerca del papel
gue juegan estas estructuras en la permanencia de la memoria a largo plazo. Por ello pretendemos
analizar el efecto de la inactivacion por medio de inyecciones de NMDA en el HC o CI después de
la consolidacion de una tarea de reconocimiento de sabores, con el propdsito de saber si la
informacién que ya ha sido procesada y consolidada, permanece almacenada a largo plazo en

alguna de estas dos estructuras.

3. Hipotesis

El hipocampo participa en la consolidacién de la memoria de sabores seguros, pero sélo por un
periodo limitado de tiempo, si después de este periodo de tiempo se lesiona el hipocampo, la
informacién almacenada no serd perturbada, sin embargo, las lesiones a la corteza insular
interrumpirdn la permanencia de la memoria de reconocimiento de un sabor seguro al ser

inactivada post-consolidacion.
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4. Objetivo General
Evaluar la participacién del hipocampo y corteza insular en la permanencia de la memoria de
sabores seguros, mediante lesiones con NMDA en estas estructuras.
4.1 Objetivos particulares
* Analizar el efecto de la inactivacion del hipocampo mediante inyecciones de NMDA una vez que
la memoria de reconocimiento de sabores seguros ya ha sido consolidada para evaluar su
participacion en la permanencia de esta memoria.
« Estudiar el efecto de la inactivacion de la corteza insular mediante inyecciones de NMDA, en la
permanencia de la memoria de reconocimiento de sabores seguros cuando ésta ya ha sido
consolidada.

5. METODO
5.1 Sujetos
Se emplearon 50 ratas macho de la cepa Wistar con un peso promedio de 280g al comenzar el
experimento, obtenidas del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Los animales se

mantuvieron en cajas individuales de acrilico con alimento y agua ad libitum y un ciclo de luz-

oscuridad 12h/12h, la fase de luz comenzaba a las 8 am.
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5.2.1Disefio experimental

8 Ratas macho Wistar
Inyeccién de

15 Ratas macho Wistar
cirugia en HC

7 Ratas macho Wistar
Inyeccion de VEH

8 Ratas macho Wistar

30 Ratas macho Wistar
Inyeccion de

15 Ratas macho Wistar
cirugiaen CI

50 Ratas macho Wistar

7 Ratas macho Wistar
Inyeccion de VEH

10 Ratas macho Wistar

Inyeccién de
20 Ratas macho Wistar 20 Ratas macho Wistar
cirugia en HC Laberinto acuético de
Morris.
10 Ratas macho Wistar

Inyeccion de VEH

5.2 Cirugia e inyeccién

Se utilizé el método estandar de cirugia estereotaxica en el cual se hacen trepanaciones con una
fresa dental, posteriormente dentro de estas trepanaciones se introduce un inyector en las
coordenadas dirigidas a la estructura blanco, para el hipocampo dorsal fue en las siguientes
coordenadas estereotaxicas (mm): Antero-Posterior -3.4, Lateral +/- 1.7, Dorso Ventral -3.7
(Paxinos y Watson 1998). Para la corteza insular: Antero-posterior + 1.2, respecto a Bregma (union
de las suturas de los huesos craneales) Lateral +/-5.5, respecto a la linea media sagital Dorso

Ventral -6 respecto a la superficie del craneo (Paxinos y Watson 1998).

El inyector esta conectado a una manguera de polietileno que a su vez esta conectada a
una jeringa Hamilton de 25pl, la cual se controla por una bomba de inyeccién automatica. Se
inyectd 1ul por hemisferio para ambas estructuras a una velocidad de 0.5 pl /min, al terminar este
tiempo se dejé el inyector dentro del cerebro un minuto mas para permitir la total difusién del

farmaco en el tejido.

Para realizar las microinyecciones se anestesié a los animales via intraperitoneal con

pentobarbital s6dico 30mg/kg. Al final de las microinyecciones se suturd la herida de las ratas
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con una aguja quirargica. Después de la cirugia los animales tuvieron un periodo de recuperacion
de 7 dias con comida y agua ad libitum, antes de comenzar con cualquier manipulacion

conductual.

5.3 Farmacos

Se utilizé como solucién vehiculo (VEH) un amortiguador de fosfatos (PB) (0.1M, pH 7.4). También
se utiliz6 NMDA (N-metil D-aspartato), un agonista selectivo de receptores NMDA (de glutamato) a
una concentracion de 10mg/ml disuelto en PB. Esta concentracion se ha utilizado antes para
ocasionar lesiones citotdxicas (Ramirez-Amaya et al. 1998).

5.4 Inyeccion después del entrenamiento.

5. 4.1 Atenuacion de la neofobia

Se emplearon 30 ratas macho para este experimento, se privo a estos animales de agua por 12
horas. Durante los siguientes tres dias se les suministraron 30 ml de agua durante 15 minutos a
cada animal por medio de una probeta graduada y un tapén metalico que actia como bebedero.
Se calculd la tasa de consumo base (linea base) de cada animal por medio del registro de los

consumos diarios de agua.

Al cuarto dia se comenz6 con la tarea de atenuacion de la neofobia, exponiendo a los
animales al consumo de un sabor nuevo (sacarina 0.3%), disuelta en agua, se proporciond ésta
durante 15 minutos por nueve dias a cada rata, hasta alcanzar una asintota de consumo en la
gue los animales relacionan el sabor como un sabor familiar. Se les coloco agua y alimento ad

libitum.

Una semana después de haber finalizado la conducta se realizaron las lesiones
farmacoldgicas de las diferentes estructuras a estudiar dividiendo a las 30 ratas en los siguientes
grupos: quince ratas operadas en Cl las cuales a su vez se dividieron de acuerdo a la inyeccion
con NMDA ocho ratas y con VEH siete ratas, las otras quince ratas restantes se operaron en HIP,
de la misma manera que el grupo anterior ocho ratas fueron inyectadas con NMDA vy siete con
VEH.

Dos semanas mas tarde se les volvid a privar de agua por 12 horas, posterior a estas se
les dio 30 ml de agua por 15 minutos, registrandose los consumos de cada animal por dos dias,
los siguientes dos dias se les hizo una prueba dandoles a beber sacarina 0.3%, 30 ml por 15

minutos a cada rata y se registraron los consumos.
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Dos semanas después de la prueba de atenuacion de la neofobia se les volvio a dar linea
base de agua por dos dias y se les hizo una tarea conductual diferente, esta vez se les hizo
condicionamiento aversivo al sabor (CAS); se peso a cada una de las ratas y se les dio a beber
cloruro de sodio (NaCl) 0.1M, se registraron los consumos, 15 minutos después de haberles
presentado el sabor se realizd una inyeccion intraperitoneal a cada rata con cloruro de litio (LiCl)
0.4M en una cantidad ajustada de acuerdo al peso de cada rata, para causar malestar gastrico en

cada uno de los animales.

Al dia siguiente se les hizo la prueba de memoria del CAS administrandoles nuevamente

NaCl 0.1M pero esta vez sin asociarlo al malestar gastrico.

5.5 Inyeccion antes del entrenamiento.

Para este experimento se emplearon veinte ratas que fueron lesionadas antes de la conducta de
atenuacion de la neofobia en el hipocampo y se dividieron en dos grupos, un grupo de diez ratas a
las que se les inyecté con NMDA y otro grupo de nueve ratas a las que se les inyect6 VEH, una
rata murié inmediatamente después de la lesion, por lo que se compensoé al grupo NMDA con una
del grupo VEH, posterior a la cirugia se dejé descansar a los animales por una semana, a
continuacioén de ésta se privo a los animales de agua por 12hrs posterior a éstas se les dio a los
animales por dos dias 30ml de agua durante 15 minutos (linea base) registrandose los consumos
de cada animal; después de estos dos dias se les hizo la tarea de atenuacion de la neofobia,
durante los siguientes cinco dias se les presenté un sabor nuevo sacarina 0.3% 30ml por 15

minutos y se registraron los consumos.

Se dej6 nuevamente descansar a los animales por una semana, transcurrida ésta se
entrend a las ratas en una tarea de memoria espacial (Laberinto acuéatico de Morris) dependiente
de hipocampo, para comprobar que los animales inyectados con NMDA realmente tuvieran

lesionado el hipocampo.
5.5.1 Laberinto acuético de Morris (tarea espacial)
Esta tarea consta de un tanque circular con 1.5 m de diametro y 1m de altura lleno de agua, la

temperatura del agua oscila entre los 20 y 22°C dentro de esta piscina se encuentra sumergida un

centimetro en el agua una plataforma cuadrada de 12 cm por lado (Fig 9).
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Fig. 10 Laberinto acuatico de Morris (Modificado de Sheryl, SM., et al. 2007).

El protocolo de entrenamiento consistio en un dia de entrenamiento de seis ensayos con
una duracion de 60 segundos cada uno, durante los cuales las ratas fueron colocadas en un punto
de salida diferente y contaba con ese tiempo para encontrar la plataforma y subir en ella y
permanecer 30 segundos sobre la plataforma para después tener otros 30 segundos mas fuera
del tanque para que descansaran entre cada ensayo.

En el caso de los animales que no encontraban la plataforma en los 60 segundos se les
guiaba a ésta.

Al dia siguiente del entrenamiento se les realizé a estas ratas una prueba de memoria la
cual consistié en un s6lo ensayo de 60 segundos en el mismo tanque y con la misma plataforma.
La memoria se midio con el tiempo en segundos que la rata tardé en encontrar la plataforma.

5.6 Histologia

Al finalizar el experimento se realiz6 la histologia correspondiente para corroborar que la
inyeccion intracerebral bilateral de NMDA provocé lesion en el hipocampo o en la corteza insular.
Las ratas fueron inyectadas con una sobredosis de pentobarbital sodico (100 mg/kg),
posteriormente fueron perfundidas por via aodrtica con solucion salina (0.9%). Se les extrajo el
cerebro y se colocaron en paraformaldehido al 4% durante 7 dias.

Una vez que el tejido se fijo fue lavado y cambiado a una solucién de sacarosa primero al
10% y fue variando la concentracién 20% y 30%, dejando pasar 24h en cada concentracion.
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Posteriormente se congelaron y cortaron los cerebros en rebanadas de 30um en un micrétomo,
se colocaron en laminillas. Una vez listas se tifieron empleando la tincion de NISSL, que es una
técnica de basofilia como una coloracion con hematoxilina. El fundamento de la tincion es el uso de
un colorante basico (azul de toluidina, azul de metileno, violeta de cresilo) que, en un medio acido
(pH 3) reacciona con los grupos fosfatos de los acidos nucleicos. Con esta técnica se tifien los
nucleos de todas las células (neuronas y células gliales) y la sustancia de Nissl (ribosomas libres
y asociados a membranas de neuronas). Se utiliza para el estudio de detalles citologicos y
citoarquitecténicos; estos tejidos se analizaron al microscopio de luz y se corrobor6 la lesion del
NMDA.

Los cerebros que fueron tratados con NMDA y no presentaron lesidn fueron descartados

del andlisis estadistico.

5.7 Andlisis estadistico

Se realiz6 una prueba de t de student no pareada para analizar los datos obtenidos de la tarea de
atenuacion de la neofobia en las ratas operadas y lesionadas en corteza insular y en hipocampo
antes y después de la conducta. Se eligio esta prueba porque permite comparar entre dos grupos

una variable intervalar y es empleada cuando la n< 30.

Se realiz6 también una prueba de t de student pareada para analizar los datos obtenidos
de las pruebas de memoria, se eligio esta prueba porque permite comparar el antes y el después
de un mismo tratamiento para un mismo grupo.

Para el analisis de los datos obtenidos del Laberinto acuatico de Morris se empled la
prueba estadistica de ANOVA de medidas repetidas, porque se queria comparar entre los ensayos
realizados por cada grupo, esta prueba es similar a la t de student, pero la t es s6lo para dos

medidas y el ANOVA se emplea para mas de dos medidas de un mismo grupo.
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6 Resultados

6.1 Histologia

Al finalizar los experimentos se realiz6 la histologia correspondiente para corroborar que la
inyeccion intracerebral bilateral de NMDA se realiz6 en el hipocampo y en la corteza insular. Las
ratas fueron inyectadas con una sobredosis de pentobarbital sédico (100 mg/kg), posteriormente
fueron perfundidas por via adrtica con solucion salina (0.9%). Los cerebros que fueron tratados con
NMDA y no presentaron lesion fueron descartados del andlisis estadistico.

En las figuras 11, 12, 13 y 14, se muestran fotografias representativas de cortes realizados
en el hipocampo o corteza insular. Uno de los cortes representa la lesion producida por NMDA y el
otro al grupo inyectado con solucion vehiculo.

Fig. 11 Corte coronal del cerebro de rata. La fotografia de la derecha muestra el hipocampo de una rata
inyectada con solucion vehiculo. A la izquierda se muestra un esquema de la region. Aumento 10x, tincion
NISSL (Paxinos y Watson, 1998).
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Fig. 12 Corte coronal del cerebro de rata. La fotografia de la izquierda muestra el hipocampo de una rata con
lesion producida por la inyeccién de NMDA. A la derecha se muestra un esquema de la region. Aumento 10x,
tincion NISSL (Paxinos y Watson, 1998).
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Fig. 13 Corte coronal del cerebro de rata. La fotografia de la izquierda muestra la corteza insular de una rata
inyectada con solucion vehiculo. En la derecha se muestra un esquema de la region. Aumento 10x, tincion
NISSL (Paxinos y Watson, 1998).
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Fig. 14 Corte coronal del cerebro de rata. La fotografia de la derecha muestra la corteza insular de una rata
con lesidn provocada por una inyeccion de NMDA. En la izquierda se muestra un esquema de la region.

Aumento 10, tincion NISSL (Paxinos y Watson, 1998).
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Después de realizar las histologias correspondientes se descartd del andlisis estadistico a los
animales que fueron inyectados con NMDA en el hipocampo y no presentaron lesion en esta
estructura, los grupos quedaron de la siguiente forma NMDA n=6 y VEH n=4

De igual manera, después de realizar las histologias correspondientes para los animales
inyectados en la corteza insular, se descartd del analisis estadistico a los animales que fueron
inyectados con NMDA y no presentaron lesidon en corteza insular, los grupos quedaron de la
siguiente forma NMDA n= 7y VEH n= 6.

Al terminar las dos pruebas de la tarea de atenuacién de la neofobia en corteza insular se tenia
una n= 13 incluyendo ambos grupos el de VEH n= 6 y el de NMDA n= 7. Posterior a esta tarea se
realiz6 una nueva tarea (CAS) con las mismas ratas, sin embargo se descartaron dos ratas mas
del grupo de VEH debido a que no adquirieron la tarea del CAS a pesar de que no tenian lesion
resultando una n=4 vy el grupo NMDA mantuvo la misma n=7.

Antes de la histologia los grupos de animales a los que se les realiz6 la infusion de solucion
vehiculo o NMDA en hipocampo previo a la conducta de atenuacion de la neofobia se conformaban
de la siguiente manera: NMDA n= 10 VEH n=9.

Después de la histologia del grupo de animales que fueron inyectados en el hipocampo antes de la
conducta de atenuacion de la neofobia se descartd del andlisis estadistico a los animales que
recibieron infusiones de NMDA en hipocampo y no presentaron lesién quedando los grupos de la
siguiente forma: NMDA n=9y VEH n = 6.
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6.2 Participacion del Hipocampo en la permanencia de la memoria de reconocimiento de
sabores.

Con el fin de que los animales alcanzaran una asintota de aprendizaje se realizaron nueve
ensayos de atenuacion de la neofobia, los cuales consistieron en la presentacion de sacarina una
vez por dia durante 15 minutos. En la figura 15 se muestra la adquisicion de la tarea de atenuacion
de la neofobia, la linea base de consumo (PROM LB) que es el promedio de consumo de agua y
las nueve atenuaciones de la neofobia (AN1-AN9). Podemos observar que tanto los animales del
grupo vehiculo como los del grupo de NMDA adquieren la tarea sin problemas. No existen
diferencias significativas en los consumos entre los grupos NMDA y VEH, antes de realizar la

inyeccion del farmaco.
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Fig. 15 Gréfica de atenuacién de la neofobia. Consumos de los grupos VEH HC y NMDA HC en hipocampo,
PROM LB y AN1-AN9. Datos expresados como consumo en mL.

Para asegurar que ambos grupos experimentales habian tenido una adquisiciéon similar evaluamos
el promedio de consumo de los 9 dias de atenuacion de la neofobia (Fig. 16). No se observan
diferencias significativas en los consumos entre los grupos NMDA HC y VEH HC y se corrobord
con una prueba estadistica t student no pareada (t;o = 1.003; p = 0.3259).
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Fig. 16 Grafica de promedios atenuacion de la neofobia. Consumos de los grupos VEH HC y NMDA HC. No
existen diferencias significativas entre los grupos NMDA HC y VEH HC. Datos expresados como consumo en
mL.

Una semana después de la Ultima atenuacién de la neofobia, se sometio a los animales a
una inyeccion intracerebral bilateral en el hipocampo de NMDA o solucién vehiculo (dependiendo
del grupo al que pertenecieran). Se dejé transcurrir una semana después de la inyeccion para
permitir que los animales se recuperaran de la cirugia; se volvio a dar un dia de linea base a los
animales, en el cual se les presentd una pipeta con agua por 15 min. Durante los dos dias

siguientes se les presento sacarina durante 15 min como prueba de memoria.

Como se puede observar en la figura 17, ambos grupos de animales disminuyen el
consumo comparado con el ultimo dia de atenuacién de la neofobia, tomando este consumo como
el 100%; se realiz6 una prueba estadistica de t student pareada para comparar los datos obtenidos
entre la AN9 y PBA 1, encontramos diferencias significativas en los consumos de ambos grupos
NMDA (ts = 3.956; p = 0.0075) y VEH (t,= 4.235; p =0.0133). Sin embargo, ambos grupos
incrementan el consumo al dia siguiente, en la PBA 2, lo que sugiere que la memoria de

reconocimiento de sabores permanece intacta.

Ademas, podemos observar que ambos grupos, VEH y NMDA, tienen un consumo

semejante en ambas pruebas. No existe diferencia significativa entre los grupos segun los datos
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obtenidos con la prueba de t no pareada (tyo = -0.20; p = 0.9841) (t;0 = -1.180; p = 0.2652), por lo
tanto sabemos que no se afectd la memoria previamente adquirida.

7))
120 4 §
o 115 4 <
Z 110 4 =
< w
o 1051 (/)]
e
] )
o A
c 95 4 -8~ VEHHC
g 90 - A~ NMDA HC
g e
2 85 1
o 80
O
75 1
70 -
2 2 3 2 ¢ 5 2 2 P .
2 2 2 2 % 2 72 2 < g é
a

Fig. 17 Grafica de atenuacion de la neofobia. Consumos de los grupos VEH HC y NMDA HC, el dltimo dia de
la presentacion de la sacarina (AN9) y en las dos pruebas de memoria (PBAl y PBA 2) realizadas dos

semanas después del ultimo ensayo de adquisicion. Datos expresados como porcentaje del consumo el dia
de la neofobia.
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6.3 Participacion de la Corteza Insular en la permanencia de la memoria de reconocimiento
de sabores

Ademas del hipocampo, deseamos evaluar la participaciéon de la corteza insular (Cl) en la
permanencia de la memoria de sabores, para ello, se realizaron las mismas nueve adquisiciones
de la atenuacion de la neofobia lo que se muestra en la figura 18. Podemos observar que tanto los
animales del grupo vehiculo como los del grupo de NMDA adquieren la tarea sin problemas. No
existen diferencias significativas en los consumos entre los grupos NMDA y VEH, antes de realizar

la inyeccion del farmaco.

1ZOj
o 110
o .
?
§100-
2 —e— VEHCI
2 9°: & NMDA Cl
'E J
8 80 1
) ]
o |
70-_
60 -

AN1
AN2
AN3
AN4
ANS 1
AN6
AN7
AN8
AN9S

PROM LB

Fig. 18 Grafica de atenuacion de la neofobia. Consumos de los grupos VEH Cl y NMDA CI en corteza insular,
PROM LB y AN1-AN9. Datos expresados como consumo en mL.

Al comparar los promedios de los consumos durante los nueve dias de atenuacion de la
neofobia entre ambos grupos, se puede observar que no hay diferencia entre los grupos VEH y
NMDA segun los datos obtenidos de la prueba estadistica t student no pareada (t;3 = -2.026; p =
0.0638) (Fig. 19).
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Fig. 19 Gréfica de promedios atenuacién de la neofobia. Consumos de los grupos VEH Cl y NMDA CI. No
existen diferencias significativas entre los grupos NMDA Cl y VEH CI . Datos expresados como consumo en
mL.

Al igual que se hizo con los animales inyectados en el hipocampo, una semana después de
la dltima adquisicion de la tarea de atenuacion de la neofobia, se sometié a los animales a la
infusién intracerebral bilateral en Cl con NMDA o solucién vehiculo. Se dejé transcurrir una semana
mas para permitir que los animales se recuperaran de la cirugia. Se les dio un primer consumo de
agua durante 15 min y al dia siguiente se realizé la prueba de memoria la cual consistio en la
presentacion de sacarina dos dias consecutivos. En la figura 20 se observa las nueve
atenuaciones, y las dos pruebas (PBA 1y 2), se puede ver que no hay diferencia entre los grupos
NMDA y vehiculo el dia de la PBA SAC 1 (t13= -3.26; p = 0.7496), pero que si existe una diferencia
entre los grupos NMDA y vehiculo en la PBA SAC 2 (t;3 = 2.744; p = 0.0167). Ademas, pudimos
observar, que como en el caso de los animales inyectados en el hipocampo, ambos grupos
disminuyen el consumo comparado con el dia de la Ultima atenuacién de la neofobia, tomando este
consumo como el 100%; NMDA: (t; = 5.330; p = 0.0011) VEH: (ts= 4.473 p = 0.0042). Ademas
existe diferencia entre el dia de la PBA 1y PBA 2 en el grupo VEH: (t =-3.012; p = 0.0236) pero
ésta diferencia no existe para el grupo NMDA: (t; = -0.810; p = 0.4448). Estos datos indican que
existe un efecto sobre la memoria ya consolidada debido a la lesion provocada por la infusion de
NMDA en la Cl, se puede observar que los animales no recuerdan la tarea de atenuacion, ya que
en la PBA 2 las ratas inyectadas con NMDA en ClI no aumentan su consumo a diferencia de las

ratas inyectadas con solucion vehiculo.
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Fig. 20 Grafica de atenuacion de la neofobia. Consumos de los grupos VEH Cl y NMDA ClI, el dltimo dia de
presentacion de la sacarina (AN 9) y en las dos pruebas de memoria (PBA 1 y PBA 2) realizadas dos
semanas después del Gltimo ensayo de adquisicién. Diferencia significativa entre grupos en PBA SAC2. Datos
expresados como porcentaje del consumo el dia de la neofobia, *p = 0.0167.

6.3.1 Condicionamiento de Aversion al Sabor v Corteza Insular

Con el proposito de asegurar que la corteza insular fue lesionada después de la inyeccion
intracerebral bilateral de NMDA. Se realiz6 una tarea de memoria de condicionamiento aversivo al
sabor (CAS), la cual consistié en la presentacion nuevamente de linea base durante dos dias, al
tercer dia se les dio de beber NaCl 0.1M y 15 min después de haberles presentado el sabor se les
inyectd cloruro de litio (LiCl) 0.4M, en una cantidad ajustada al peso de cada rata; se realiz6 esta

tarea porque se sabe que la corteza insular participa en la adquisicién y consolidacion de esta
tarea de memoria.

En nuestros resultados podemos observar que si existen diferencias entre los grupos VEH
y NMDA en el consumo de sacarina el dia de la prueba (PBA CAS) (Fig. 21), lo cual se corroboré con
una prueba estadistica de t no pareada (t;; =-2.319; p = 0.0406). Estos datos corroboran que los
animales inyectados con NMDA en la Cl si tienen lesion en esta estructura lo que impide que

adquieran el CAS.

Ademés se realiz6 una prueba de t pareada para ver si existian diferencias entre el
consumo el dia del CAS vy el dia de la prueba (PBA CAS) en cada grupo con lo que encontramos que
si existen diferencias entre el consumo el dia del CAS y el dia de la PBA para el grupo vehiculo VEH

= (t, = 3.332; p = 0.0290), pero no asi para el grupo NMDA = (t; = -1.506; p = 0.1758), es decir, los
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animales inyectados con solucion vehiculo disminuyen su consumo el dia de la prueba indicando

que adquirieron adecuadamente el CAS.
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Fig. 21 Gréfica de consumo de sacarina el dia de Condicionamiento aversivo al sabor (CAS) y el dia de la
prueba (PBA) en corteza insular. Datos expresados como porcentaje de consumo, * p = 0.0406.
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6.4 Participacion del Hipocampo en la adgquisicién de reconocimiento de sabores

Para determinar si una lesion excitotoxica como la que provoca la inyeccion intracerebral
de NMDA afecta el papel del hipocampo en la adquisicion de la tarea de atenuacion de la neofobia
se realiz6 una inyeccidn bilateral de NMDA o solucion vehiculo en el hipocampo. La cirugia se llevo
a cabo una semana antes de que se realizara la tarea conductual de atenuacion de la neofobia.
Después de la cirugia los animales tuvieron una semana de recuperacion; concluida ésta se les
realiz6 la tarea conductual; con la finalidad de que los animales mostraran una curva de
aprendizaje, se realizaron cuatro ensayos de atenuacién de la neofobia los cuales consistieron en
la presentacion de sacarina una vez por dia, durante 15 minutos. En la figura 22 podemos observar
gue tanto el grupo sin lesion como el que tiene inactivado el hipocampo tienen una atenuacién de
la neofobia normal, alcanzan una asintota de consumo, en la que se considera que el sabor
novedoso es reconocido como familiar. No existen diferencias significativas en los consumos entre
los grupos NMDA y VEH en hipocampo (HC) (t ;5= -.556; p = 0.5867) (t 15=-.401; p = 0.6940) (t 15
=-.848; p = 0.4097) (t ;5= -.818; p = 0.4263).
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Fig. 22 Gréfica de atenuacién de la neofobia. Consumos de los grupos VEH y NMDA en hipocampo, PROM
LB y AN1-AN4. Datos expresados como consumo en mL.
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Estos resultados sugieren que el hipocampo no participa en la adquisicion de la atenuacién
de la neofobia, ya que a pesar de tener el hipocampo lesionado por las inyecciones de NMDA
adquieren la tarea conductual sin problema.

6.4.1 Participacién del Hipocampo en Laberinto acuatico de Morris

El laberinto acuéatico de Morris es una tarea espacial dependiente de hipocampo. Por ello
se entrend a las ratas ya lesionadas con NMDA en el HC y a las inyectadas con vehiculo (VEH) en
esta tarea, para comprobar que realmente se lesion6 de manera adecuada el hipocampo. Como se
puede ver en la figura 23, los animales lesionados no adquieren la tarea, no disminuyen la latencia
(tiempo en el que el animal llega a la plataforma) conforme avanzan los entrenamientos. En cambio
los animales inyectados con solucion vehiculo disminuyen el tiempo a lo largo de los seis
entrenamientos. Esto se corroboré aplicando una prueba estadistica de ANOVA de repetidas
medidas para cada grupo, la cual nos muestra que efectivamente existen diferencias en las
latencias entre cada dia de entrenamiento por grupo. NMDA: (Fs = 2.609; p = 0.0392) VEH : (Fs=
5.674; p = 0.0005)
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Fig. 23 Gréfica de laberinto acuatico de Morris. E1-E6 diferencias significativas entre grupos. Datos
expresados como tiempo en seg.
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Se realizé una prueba de memoria 24 horas después del dltimo ensayo (Fig. 24). En esta
prueba podemos observar que existen diferencias entre grupos (t;5 = -2.830; p = 0.0127) los
animales inyectados con NMDA tardan o no encuentran la plataforma dentro del tanque, indicando
gue no adquirieron la tarea adecuadamente. Estos datos corroboran que la inyeccién de NMDA en

el hipocampo dafia a la estructura impidiendo que adquieran una tarea dependiente de la misma.
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Fig. 24 Gréfica de la prueba del Laberinto acuatico de Morris. PBA existen diferencias significativas entre
grupos. Datos expresados como tiempo en seg, * p = 0.0127.
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7 Discusion

Para la permanencia de la memoria a largo plazo, ésta debe pasar por un proceso conocido como
consolidacion celular o sinaptica. Este proceso se refiere a la cascada de modificaciones
postraduccionales de las proteinas sinapticas, la activacion de factores de transcripcion, la
modulacion de la expresién génica en la sinapsis y el cuerpo celular, asi como la reorganizacion de
las proteinas sinapticas, que termina con la remodelacién sinaptica, todo esto con el fin de hacer

un trazo estable de la memoria (Dudai, 2004).

Ademas, se ha establecido que los recuerdos pasan a un segundo nivel de consolidacion o
consolidacion de sistemas, proceso que involucra una reorganizacion gradual de algunas
estructuras del cerebro después de la consolidacién sinaptica (Squire y Kandel, 2009). Esta teoria
propone que existe una transferencia de los nuevos conocimientos adquiridos a través del tiempo
del hipocampo hacia areas corticales, considerandose como una consolidacion en un segundo

nivel de la memoria.

Los sistemas de consolidacion han sido evaluados en humanos y animales mediante lesiones o
inactivaciones temporales del hipocampo (Anagnostaras et al., 1999; Knowlton y Fanselow, 1998;
Maren et al., 1997). En este trabajo, se describe la participacién del hipocampo y de la corteza
insular en la permanencia a largo plazo de la memoria de sabores, es decir en la consolidacion de
sistemas. Ademads, se describe la participacion de estas estructuras durante la adquisicion y

consolidacién de la atenuacion de la neofobia.

Se sabe que el hipocampo participa en el procesamiento y almacenamiento de memorias
gustativas (Bures, 1998). Sin embargo, su participacion en la permanencia de este tipo de memoria
no habia sido estudiada hasta ahora. Aqui se evalud su participacién en la permanencia de la
memoria de atenuacién de la neofobia como parte de la memoria de reconocimiento de sabores.
La inactivacion citotdxica del hipocampo (mediante inyecciones de NMDA) posterior a la
adquisicion y consolidacion de la memoria de atenuacion no tiene efecto sobre la retencién de la
misma. Es decir, el hipocampo bajo estas condiciones, no participa en el mantenimiento de la

memoria segura de sabores.

Relacionado con estos resultados, existe un trabajo realizado por Kim y Fanselow en 1992
en el que se empled la tarea de condicionamiento al miedo y se inactivd el hipocampo justo
después de la adquisicion de la tarea, estos animales conservaron el trazo previamente adquirido.
Por ello se propuso que esta estructura juega un papel limitado en el condicionamiento contextual

al miedo, ya que sélo participa en la adquisicion de la tarea.
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Nadel y Moscovitch, propusieron en 1997 que podia existir un trazo multiple en la memoria.
Esta teoria plantea que el complejo hipocampal codifica rapidamente toda la informaciéon que es
obtenida y enlaza a las neuronas neocorticales y a otras que representan esa experiencia en un
trazo de memoria. Esta informacién es distribuida en una red de neuronas del complejo hipocampal
que actla como un punto o indice para las neuronas, representando la informacion que fue
adquirida. El trazo de memoria de un episodio, consiste ademas de un obligado ensamble de las
neuronas de la neocorteza y el hipocampo/lobulo medial temporal, las cuales representan la
memoria de un evento experimentado conscientemente. La formacion y consolidacién de estos
trazos es relativamente rapida durando segundos, maximo dias. En este modelo no existe un
proceso de consolidacion prolongado, como los modelos estandar afirman. En su lugar, cada vez
gue una memoria vieja es recuperada, un nuevo trazo mediado por el hipocampo es creado. De
modo que las viejas memorias son representadas por una mayor cantidad y mas fuerte de trazos
hipocampo-lobulo medial temporal-neocorteza que cuando son nuevos y por lo tanto son menos
susceptibles a la interrupcion por dafio cerebral que las memorias recientes (Moscovitch et al.,
2005).

Se ha sugerido que una memoria semantica puede existir independientemente de la
contribucion del hipocampo o el I6bulo medial temporal, propusieron ademas que solo informacion
episodica espacial detallada, directamente relacionada con la re-experimentacion de un evento,
estd mediada por el hipocampo, informacién necesaria para la navegacion, que ha sido
denominada esquematicamente como semantica. La memoria espacial, estd mediada inicialmente
por el hipocampo, pero al igual que otras formas de memoria semantica, puede existir
independientemente del hipocampo una vez que esta memoria haya sido asimilada (Moscovitch et
al., 2005).

Al respecto, se ha propuesto una teoria que sugiere que cuando nueva informacion es
originalmente codificada y registrada, la memoria de este nuevo estimulo, es retenida en el
hipocampo y en la regidn cortical; las memorias consideradas como nuevas, que son originalmente
dependientes del hipocampo, se transforman en memorias remotas almacenadas en redes
corticales volviéndose independientes del hipocampo (Frankland y Bontempi, 2005).

Los datos que se obtuvieron en este trabajo apuntan a que el hipocampo no tiene
participacion en la permanencia de la memoria. Sin embargo en 2008, De la Cruz y colaboradores
demostraron que el hipocampo esté involucrado en el almacenamiento de la memoria de sabores
seguros a largo plazo ya que inyecciones de anisomicina en esta estructura afectan la
consolidacion de la atenuacion de la neofobia (Fig. 25). Estos efectos sugieren que la sintesis de
proteinas en el hipocampo es necesaria para establecer la memoria a largo plazo de sabores

seguros y por lo tanto, que esta estructura desempefia un papel en la etapa de consolidacion
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sindptica de la memoria pero, de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, no participa

en su evocacion o permanencia a largo plazo.

Sin embargo, se encontr6 que al inactivar el hipocampo con infusiones de NMDA antes de
la atenuacion de la neofobia, no ocurrié un efecto sobre la adquisicion o la consolidacion de dicha
tarea. Por lo tanto se propone que otras estructuras involucradas en la adquisicion de la atenuacion
de la neofobia pudieron actuar de manera compensatoria en sustitucion de la estructura lesionada.
Esto tomando en cuenta que la lesién se realiz6 una semana antes de que se realizara el protocolo

conductual, dando tiempo al sistema de tratar de compensar.
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Fig. 25 Gréafica de memoria de sabores segura. Efectos de la inhibicion de sintesis de proteinas en el
hipocampo en la memoria a largo plazo para la atenuacion de la neofobia. La anisomicina bloquea la
formacién de la memoria a largo plazo cuando se administra anisomicina. ** P < 0.01. Modificado de De la
Cruz et al., 2008.

Acorde a nuestros resultados esté la teoria de trazo multiple, en la que se sugiere que si
cada trazo de memoria es Unico, la creacidon de multiples trazos relacionados facilita la extraccion
de la informacién comun entre ellos mediada por la neocorteza. Esta informacion es entonces
integrada con conocimiento pre-existente para formar memorias semanticas que pueden existir

independientemente del hipocampo o del I6bulo temporal medial.
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Por otro lado existe evidencia que relaciona a la ClI con el procesamiento y
almacenamiento de la memoria gustativa, también se le conoce como corteza visceral, ya que
recibe informacion de tipo gustativa y conexiones del tAlamo, aunque sus principales conexiones
provengan del sistema limbico, y son aferencias de la amigdala (Bures, 1998). Se ha visto que la
corteza insular es importante para la adquisicion de la memoria gustativa de aversion (Bermudez-
Rattoni y McGaugh, 1991; Escobar y Bermldez Rattoni, 2000), ademas de que si se inactiva
temporalmente esta estructura por medio de un blogueador de canales de sodio sensibles a
voltaje, la tetrodoxina (TTX), antes de la adquisicién de la tarea, se impide la formacion del CAS
(Gallo et al., 1992).

Dado entonces la participacion de la Cl en el reconocimiento de sabores, se evalud su
participacion en la permanencia de la memoria de reconocimiento del sabor, mediante la
inactivacion de la misma posterior a la adquisicion y consolidacion de la tarea de atenuacion de la
neofobia, como se hizo con el hipocampo. Pensando que esta estructura cortical podria ser parte

de la red cortical que podria mantener el trazo independiente del hipocampo.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el trazo de memoria previamente
adquirido y consolidado se ve afectado por la inactivacion de la Cl sugiriendo, que la memoria de
sabores seguros permanece en esta estructura a lo largo del tiempo. Esta estructura se ha
relacionado con el procesamiento de informacién gustativa asi como en la consolidacién de tareas

de memoria como el CAS y la atenuacién de la neofobia (Bermldez-Rattoni, 2004).

En relacion a nuestros resultados existe un trabajo que sefiala que la actividad metabdlica
en el hipocampo es més alta cuando la consolidacion esta teniendo lugar, mientras que la actividad
cortical también ha sido detectada aunque con menor intensidad. Estos patrones de actividad se
invierten cuando la memoria reciente llega a ser memoria remota, sugiriendo con esto un rol de
todas las estructuras en todo momento, pero con diferente relacion de tiempo-fuerza (Bontempi et
al.,1999).

Nuestros resultados coinciden ademas con la “teoria C” propuesta por Dash, que se
refiere a la consolidacién de sistemas en la cual postula que la memoria es almacenada
simultdneamente en areas hipocampales y neocorticales y quizas en otras estructuras no
hipocampales, como resultado del aprendizaje. El hipocampo juega el papel de coordinador inicial
para la recuperacion de la memoria hasta que conexiones extrahipocampales hayan desarrollado

la capacidad para hacerse cargo de este papel (Dash et al, 2004).

En el presente trabajo comprobamos que la memoria de sabores seguros no permanece
en el hipocampo, aparentemente pasa a estructuras corticales después de un tiempo determinado,
tal como se plantea en la teoria de consolidacion de sistemas, que establece que cuando nueva

informacién es originalmente codificada y registrada, la memoria de este nuevo estimulo, llega a
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ser retenida en el hipocampo y en la region cortical; las memorias que son originalmente
dependientes del hipocampo se transforman en memorias remotas en redes corticales y se vuelven
independientes de hipocampo (Frankland y Bontempi, 2005).

Ademas, existen trabajos en los que se reporta que algunos déficits en la memoria remota
estan limitados a la recuperacion de eventos dentro de los Ultimos afios, sugiriendo que los
recuerdos mas antiguos, son almacenados y pueden ser recuperados facilmente sin la
participacion del I6bulo temporal medial (Milner, 1966; Corkin, 1984 En: Moscovitch et al., 2005).
Con esto se demostré que el I6bulo temporal medial y estructuras diencefélicas relacionadas no
estan involucradas en el procesamiento de la memoria a corto plazo o en el almacenamiento de
memorias remotas. En lugar de eso, su funcién es ayudar a la consolidacién de la memoria en
otras regiones cerebrales y codificar, almacenar y recuperar recuerdos hasta que la consolidacion
es completada (Moscovitch et al., 2005). Este trabajo propone una participacion del hipocampo

limitada, lo que también concuerda con los resultados que obtuvimos.

Se propone en este trabajo que la corteza perirrinal podria ser una de las estructuras que
participan compensando al hipocampo inactivado para la adquisicion de la tarea de neofobia, ya
gue esta estructura es parte de la regidon parahipocampal (Moscovitch et al., 2005).
Especificamente el hipocampo y la corteza perirrinal estan conectadas directa e indirectamente via
la corteza entorrinal (Witter et al., 1989, 2000; Burwell et al., 1995 En: Jo YS. y Lee I, 2010). Las
conexiones reciprocas entre estas dos areas sugieren que la corteza perirrinal participa en el

procesamiento de la informacion en el hipocampo y viceversa (Jo YS. y Lee |., 2010).

Jo y Lee en 2010, realizaron un trabajo con el fin de saber cual era la interaccién funcional
entre el hipocampo y la corteza perirrinal en la tarea de asociacion objeto-lugar pareado. Ellos
realizaron inyecciones bilaterales de muscimol (agonista selectivo de los receptores GABA) dentro
del hipocampo y de la corteza perirrinal; el efecto que presentaron los animales por la inyeccion de
muscimol fue la incapacidad de realizar la tarea de manera normal en ausencia del hipocampo o
de la corteza perirrinal. Ademas inyecciones de escopolamina en la corteza perirrinal impiden la
atenuacion de la neofobia incluso cuando este farmaco ha sido administrado después de la primera
presentacion del sabor (Gutiérrez et al., 2004).

Por otra parte, corroboramos que la corteza insular es necesaria para la adquisicion y la
consolidacion de la tarea de atenuacién de la neofobia y para el condicionamiento aversivo al
sabor; pero ademas, encontramos evidencia de que la informacion ya procesada se encuentra
almacenada en la corteza insular. La teoria de la consolidacién de sistemas propone que la
memoria es transferida a estructuras corticales; con la evidencia de que el trazo de memoria se
afect6 con la inyeccion de NMDA en corteza insular, sugerimos que esta informacion esta siendo
almacenada y permanece a largo plazo en la corteza insular. Por lo tanto se propone que la
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corteza insular esta involucrada en la permanencia a largo plazo de la memoria de reconocimiento

de sabores.

Basados en esta evidencia se propone que el trazo de memoria gustativa evaluada
mediante la atenuacion de la neofobia podria mantenerse a lo largo del tiempo, a través de la
interaccion de varias estructuras, entre ellas el hipocampo, la corteza insular y muy probablemente
la corteza perirrinal. Si bien es cierto que la inactivacién del hipocampo por si sola no afecta el
trazo previamente consolidado, ni la adquisicién del trazo cuando se inactiva antes de la conducta,
consideramos que puede haber una compensacion entre las estructuras, entre el hipocampo y la
corteza perirrinal. Sin embargo, las infusiones de NMDA en la corteza insular tienen un efecto en el
trazo previo, lo que sugiere que esta estructura participa en la permanencia de la memoria de

sabores seguros a largo plazo.
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8 Tabla Resumen de Resultados.

Entrenamiento

Estructura

Estructura
Animales

al inicio

Animales
inyectados
con NMDA

Animales
inyectados
con
VEH

Efecto de la

inactivacion

AN
(inactivacion
después de

conducta)

HC

15

AN
(inactivacion
después de

conducta)

Cl

15

CAS
(inactivacion
antes de

conducta)

Cl

13

AN
(inactivacion
antes de

conducta)

HC

20

LAM
(inactivacion
antes de

conducta)

HC

20
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9 Conclusiones

A partir de los resultados de los experimentos antes descritos, podemos concluir que no existe
participacion del hipocampo en la adquisicion o permanencia a largo plazo de la memoria de
sabores seguros, ya que no se observd ningun efecto de la inactivacion del hipocampo mediante
inyecciones de NMDA sobre la memoria de atenuacion de la neofobia debido a que el trazo

previamente consolidado se volvié independiente de hipocampo.

Como ya habia sido reportado antes, el hipocampo no participa en la adquisicion ni
almacenamiento de la memoria de condicionamiento aversivo al sabor. Sin embargo, si es
necesario para la adquisicién y consolidacion de la prueba Laberinto acuatico de Morris. Por lo
tanto corroboramos que existe participacion del hipocampo en tareas espaciales.

La inactivacion de la corteza insular con NMDA tiene efecto sobre la memoria de
atenuacion de la neofobia, por o que proponemos que esta estructura participa en la permanencia
a largo plazo de la memoria de sabores seguros y corroboramos que dicha estructura es necesaria

para la adquisicién y consolidacién del condicionamiento aversivo al sabor.

Sugerimos que la memoria de sabores seguros no permanece a largo plazo en el
hipocampo es decir se vuelve independiente de hipocampo, sin embargo si se requiere de la
corteza insular para la permanencia a largo plazo de la memoria de sabores seguros. Resultando

esta estructura indispensable en cada proceso de la memoria de reconocimiento de sabores.
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