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“-Supongo que esa muchacha no le dio solamente malos ratos-me
dijo.

Los recuerdos de ella pasaron por mi mente.
-Pues, no... -respondi.

-Entonces no rompa esa fotografia, mejor guéardela y mirela de
repente. Cuando una persona ha significado mucho en nuestras
vidas, para bien o para mal, y se ha ido, no debemos tratar de
encerrarla en el olvido, porque el olvido tiene una puerta que se abre
cuando menos lo esperamos y nos lanza recuerdos como caballos
salvajes que nos patean el alma. Aprenda a domar el recuerdo de esa
muchacha. Los recuerdos domados no lastiman... Supongo que algo
bonito, digno de recordar, le habra dejado...

Recapacité un momento.

-Pues si tio... -le dije, pensando en las veces que junto a ella me
habia sentido el hombre mas feliz del mundo.”

(Donde habitan los angeles, Claudia Celis)
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| RESUMEN

El aprendizaje es el proceso por medio del cual adquirimos nueva informacion. Al proceso
por el cual este aprendizaje es almacenado y recuperado se le denomina memoria. La
consolidacién se refiere al proceso de almacenamiento de la memoria a largo plazo. La
evocacion es la expresion de la conducta por la experiencia e involucra la recuperacion de
la informacion almacenada. La reconsolidacion es el proceso en el cual las memorias
regresan a un estado vulnerable similar a las recién adquiridas y requieren nuevamente de
consolidacion después de su reactivacion para conservar los cambios, ya sea modificarlos,
fortalecerlos o debilitarlos.

Ultimamente, diversos estudios sugieren que la evocacion no es necesaria para poder
activar un trazo de memoria previamente consolidado y mediante la reconsolidacion, llevar
a cabo la actualizacion y que ésta persista. Sin embargo, estos estudios han sido realizados
con paradigmas aversivos como condicionamiento al miedo o condicionamiento aversivo al
sabor y realizando manipulaciones farmacoldgicas en la amigdala.

Para probar la hipdtesis de que la evocacion dependiente de la corteza perirrinal no es
necesaria para la reconsolidacion de la memoria del tipo declarativo, en este trabajo se
utilizaron dos modelos experimentales en ratas; reconocimiento de objetos y la atenuacion
de la neofobia para evaluar la disociacion entre la reactivacion de la memoria y su
expresion conductual con una inactivacion farmacoldgica transitoria de la evocacion de la
memoria de reconocimiento, mediante la aplicacion de CNQX (antagonista de receptores
AMPA) en corteza perirrinal. Por otro lado, mediante la aplicacion de APV (antagonista de
receptores NMDA\) se blogued la reconsolidacion para demostrar que la memoria pasoé a un
estado activo.

APV bloqued la reconsolidacion en ausencia de la evocacion, lo que sugiere que la
memoria fue activada. Por otro lado, el bloqueo de la evocacidn no tuvo consecuencias en
su reconsolidacién. Estos resultados sugieren una disociacién molecular entre la evocacion
y la reconsolidacion dependientes de la corteza perirrinal; y que la evocacion no es
necesaria para que se inicie el proceso de reconsolidacién en el modelo de memoria
declarativa de reconocimiento de objetos y atenuacion de la neofobia.



Il INTRODUCCION

2.1 MEMORIA

El aprendizaje y la memoria son mecanismos por medio de los cuales el ambiente modifica
la conducta. Somos quienes somos en gran medida por lo que aprendemos y recordamos.
Los procesos de memoria y aprendizaje son importantes para muchos de los repertorios
conductuales de los animales como la busqueda e ingesta de comida, la conducta parental,
el regreso al nido o la huida a un lugar seguro. Las especies tienen la capacidad de
aprender, recordar, reconocer estimulos que han experimentado antes, realizar asociaciones
entre ellos e incluso orientarse de acuerdo con las relaciones que establece entre si.

El aprendizaje es el proceso por medio del cual adquirimos conocimiento acerca del mundo
y moldea nuestra conducta. La memoria se define como el proceso por el cual el
conocimiento es codificado, almacenado y evocado (Kandel et al., 2000).A su vez, se ha
categorizado en subprocesos o fases como la adquisicion, la consolidacion y la evocacién

(Dudai, 2002).

La adquisicidn es la estrategia cognoscitiva que usa un organismo ante la informacion que
Ilega a su cerebro y puede implicar el analisis, la sintesis, la categorizacion y la relacion con
la informacion previa (Wagner et al, 1998); es asi como la nueva informacion es
transformada en un trazo de memoria mediante la codificacion de la informacion quimica,
electromagnética 0 mecanica por los érganos sensoriales (Dudai, 2002); sin embargo, es
fragil y requiere de la consolidacion, que es la estabilizacion progresiva del trazo de
memoria posterior a la adquisicion y a la retencion de la informacion en los diferentes

sistemas de memoria (Dudai, 2004).



Comunmente, la memoria es clasificada de acuerdo a sus caracteristicas temporales
dividiéndola en corto y largo plazo (Squire et al., 1996). Se ha descrito que la memoria a
corto plazo, requiere cambios en la eficacia sindptica mediante la modificacion de las
proteinas existentes, a diferencia de la memoria a largo plazo, la cual desencadena una serie
de eventos moleculares como la activacion de reguladores transcripcionales, a través de
cascadas de segundo mensajeros, diferentes periodos de expresion de ARNm y sintesis de
proteinas que conllevan a cambios en la funcién y estructura de neuronas y sinapsis
(Lechner et al., 1999) para estabilizar los cambios recientes (Bermudez-Rattoni, 2004).

Finalmente, la evocacién se refiere a los mecanismos y estrategias de recuperacion de la
informacion que se encuentra en los sistemas de almacenamiento cerebrales para responder

al medio (Dudai, 2004).

La capacidad de formar nuevas memorias nos permite adquirir experiencia de las
asociaciones que obtenemos del medio ambiente. Por otro lado, también somos capaces de
desestabilizar la memoria previamente consolidada, modificarla y volverla estable mediante
la reconsolidacidn, definida como el proceso de desestabilizacion y estabilizacion sobre la

memoria recién reactivada (Nader et. al., 2000, Dudai, 2004).

La memoria debe ser un proceso dindmico que permita actualizacién de la informacion para
modificarse, 1o que permite una Optima adaptacion de los organismos a los cambios
ambientales, de lo contrario pondrian en riesgo su supervivencia (Kandel, 2001; Squire et
al., 2004). Es asi, como una memoria previamente consolidada vuelve de manera transitoria
a una condicion labil susceptible de modificarse (Nader et al., 2000). Se ha demostrado que

la memoria se actualiza cuando se presenta informacion relevante (Sara, 2000; Duvarci et
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al., 2004; Rodriguez-Ortiz et. al., 2007; Lee et al., 2008;), lo que sugiere que la
consolidacién no es un proceso estatico (Dudai, 2004; Nader et al., 2010) y que requiere
una estabilizacion postreactivacion denominada reconsolidacion, que es también entendida
como un mecanismo molecular de modificacién de la informacion previamente consolidada

y que comparte similitudes con el proceso de consolidacién Nader et al., 2010).

En conclusion, tanto el aprendizaje como la memoria, mantienen una relacién estrecha que
es indispensable en la vida. Especialmente el proceso de memoria nos da la capacidad de
formar nuevas memorias nos permite adquirir experiencia y, por otro lado, también somos
capaces de actualizar la memoria previamente formada, lo cual nos permite adaptarnos

continuamente a los cambios en el ambiente (Bailey et al., 2013).



2.2 RECONSOLIDACION

Por definicion, la consolidacion se refiere al mecanismo de estabilizacion progresiva de una
memoria recientemente adquirida para que pueda permanecer a lo largo del tiempo (Dudai,
2004). Fue propuesta inicialmente en 1900 por Muller y su discipulo Pilzecker, (Mdiller y
Pilzecker, 1900; citados por McGaugh, 2000 y Wang et al., 2006) y reportaron que la
formacion de una memoria estable podia ser interrumpida por un estimulo poco después del
primer aprendizaje. En el afio 2000, un siglo después de esta publicacion, un grupo de
colaboradores encabezados por Nader retaron el concepto original de consolidacion de la
memoria (Nader et al., 2000 citado por Prado et al., 2012) al proponer que la estabilizacion
no era permanente y que las memorias podian volver a un estado labil susceptible de
modificacion. Esto fue demostrado con un experimento de condicionamiento al miedo en el
cual asociaron un tono (estimulo condicionado) con un shock en la pata (estimulo
incondicionado) y cuantificaron la conducta de congelamiento como indice de aprendizaje
en pruebas posteriores. Veinticuatro horas después, se presentd el tono (estimulo
condicionado) en ausencia del shock e inmediatamente realizaron microinfusiones de
anisomicina (inhibidor de sintesis de proteinas). Veinticuatro horas después realizaron una
prueba de memoria presentando el tono (estimulo condicionado) y se observo un déficit en
la memoria (Nader et al., 2000). Sin embargo, la microinfusién de anisomicina sin la
presentacion del tono (estimulo condicionado), dejaba la memoria intacta. En conclusion
demostraron que la memoria previamente consolidada de condicionamiento al tono, cuando
era reactivada, regresaba a un estado labil que requeria sintesis de proteinas para poder
consolidar nuevamente, es decir, reconsolidar (Nader et al., 2000, Duvarci et al., 2008). En

este reporte, Nader retomd el modelo original propuesto por Lewis de diferentes estados de
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la memoria que considera que la memoria esta en un estado inactivo cuando no cambia
producto de la administracion de diversos agentes amnésicos o moduladores (Sara, 2000);
mientras que la memoria esta en un estado activo cuando es susceptible de ser modificado
por agentes amnésicos o fortalecido por moduladores (Lewis, 1973), después de lo cual,
necesita nuevamente ser estabilizado, proceso denominado por Przybyslawski y Sara en
1997 como reconsolidacion (citados por Sara, 2000). Actualmente, existe evidencia
experimental que sostiene el hecho de que la memoria no es estable y ha sido demostrado
que las manipulaciones que causan pérdida de la memoria después del aprendizaje inicial,
también pueden conllevar a pérdida de memoria después de la reactivacion o evocacion
(Nader et al., 2000, Sara, 2000, Dudai, 2004, Duvarci et al., 2008 ). Si se llevan a cabo
diversos mecanismos como presentacion de claves visuales o algin estimulo asociado, la
memoria puede ser reactivada con dos grandes posibilidades, reorganizarse para incorporar
un nuevo aprendizaje y actualizar la memoria o debilitarse hasta olvidarse (McKenzie et

al., 2013).



2.3 RECONSOLIDACION Y SUS IMPLICACIONES CLINICAS

Durante mucho tiempo, los investigadores se han enfocado en la manera en la que
consolidamos la memoria con interés en el entendimiento de enfermedades que conllevan a
deterioro y pérdida de ésta. Recientemente se le ha dado importancia a la reconsolidacion,
actualizacion, fortalecimiento o debilitamiento de ciertas memorias y se ha propuesto que
el propdsito principal de la reconsolidacion es la actualizacion de la memoria (Rodriguez-
Ortiz et al., 2005; Wichert et al., 2013). Sin embargo, es preciso decir que el papel que
juega el olvido es también importante, ya que asegura mantener al sistema en un estado
Optimo (Hardt et al., 2013) y que los recuerdos evolucionen a lo largo del tiempo. Poco se
sabe acerca del papel activo que tiene el olvido que es también importante (Hardt et al.,
2013), ya que no todos los recuerdos son adaptativos o deseados y muchas veces interfieren
con la vida de personas con diversos trastornos psiquiatricos como el trastorno de ansiedad
generalizado, las fobias, el trastorno por estrés postraumatico, las adicciones, el trastorno
obsesivo compulsivo, hipermnesias, entre otras (Rodriguez-Ortiz et al.,, 2012). La
reactivacion de la memoria es una oportunidad de modificar, mejorar o incluso borrar
memorias, haciendo que la manipulacion de la reconsolidacion sea una herramienta
terapéutica prometedora y posible para ayudar a alterar memorias no deseadas en dichos

trastornos psiquiatricos (Rodriguez-Ortiz et al., 2012; Wichert et al., 2013).



2.4 MEMORIA DE RECONOCIMIENTO

Para que se formen memorias de largo plazo es necesario que la informacidén nueva se
almacene a través de cambios en las conexiones entre las neuronas y las redes que forman
(Kandel et al., 2000). Se han descrito diversos sistemas de almacenamiento de informacién.
Una de las principales clasificaciones distingue entre memoria explicita e implicita (Squire

et al., 1993 citado en Milner et al., 1998; ver figura 1).

MEMORIA
(a largo plazo)

NO-DECLARATIVA
(implicita)

DECLARATIVA
(explicita)

- Priming y . ] -
[ Hechos Eventos ] Haaugg?lggsy Aprendizaje Condicionamiento Apraesr;czuiz?itaosshlo
Perceptivo
L L

Respuestas

Emocionales Esqueléticas

[ Respuestas

r »

Figura 1. Clasificacion de la memoria explicita e implicita. La primera se refiere a la capacidad de almacenar hechos,
eventos e informacion autobiografica, que se puede recuperar por objetivo y se puede declarar de alguna manera, por lo
que es también conocida como declarativa, mientras que la segunda se refiere a las habilidades motoras, perceptivas y
habitos, no se puede declarar y se recupera sin intervencion de un objetivo, también conocida como no declarativa
(Squire, et al., 1996 y Milner et al, 1998 modificado de Kandel et al., 2000).

La memoria explicita estd involucrada en el modelaje del mundo externo, y a su vez se
divide en episodica (memoria de eventos personales) y semantica (memoria de informacion

general) (Squirey Zola, 1996)



La memoria episddica puede ser evaluada mediante la memoria de reconocimiento y una de
las principales caracteristicas de sindromes amnésicos relacionados a lesiones o
enfermedades neurodegenerativas es la pérdida de ésta (Brown et al., 2001). La memoria de
reconocimiento ha sido descrita como la habilidad de establecer que algo ha sido
previamente experimentado (Brown et al., 2001) Se han descrito al menos dos elementos
disociables para la memoria de reconocimiento: la recoleccién y la familiaridad La primera
hace referencia al reconocimiento de un objeto, persona o situacion y declarar con exactitud
la situacion y la segunda es el reconocimiento de un estimulo como experimentado pero sin
especificar y muchas veces se determina como el acto de recordar, pero permite determinar
cualidades a los estimulos, por ejemplo aversivos 0 seguros (Bermudez-Rattoni, 2004), y
nos permite responder apropiadamente a situaciones que hemos experimentado

anteriormente (Bear et al., 2007).

Un acontecimiento importante en los estudios sobre la memoria fue el caso del paciente
H.M. a quien, debido a las fuertes crisis de epilepsia y la resistencia a altas dosis de
medicamentos, se le realizé una cirugia experimental para remover el tejido asociado al
foco epileptogéno y asi poner fin a las crisis. El cirujano William Beecher Scoville removid
tejido del I6bulo temporal medial de manera bilateral; y a pesar de que la cirugia fue un
éxito respecto a las crisis convulsivas, el paciente sufri6 una amnesia profunda posterior a
la intervencion quirdrgica y en particular, se vio afectada la memoria de reconocimiento
(citado por Clark et al., 2010). La evaluacién sistematica de H.M. y otros pacientes con
dafo similar, es decir, con sindromes amnésicos debidos a lesiones o cirugias en el 16bulo
temporal medial, establecio varios principios, entre los cuales se afirma que el

procesamiento de la memoria, especificamente para la formacion de memorias a largo
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plazo que sean explicitas, depende de un gran numero de areas cerebrales, especialmente
del I6bulo temporal medial que abarca al hipocampo, el giro parahipocampal , la amigdala
entre otras (Milner et al, 1998); sin embargo, estas regiones no son el depdsito final de la
memoria de largo plazo, ya que la memoria explicita remota de H.M. permanecié en gran

parte intacta (Clark et al., 2010).

Tan pronto como el caso del paciente H.M. fue descrito en 1957 por Scoville y Brenda
Milner (Scoville, et al., 1957; Squire et al., 2009), comenzaron los esfuerzos para
establecer un modelo animal con esta condicion amnésica para evaluar la memoria de
reconocimiento en ratas y monos (Milner et al., 1998, Clark et al., 2010). Uno de esos
esfuerzos culmind con una prueba que explota la tendencia de los roedores a explorar por
mas tiempo un objeto novedoso que uno reconocido como familiar y que tiene la ventaja de
ser una respuesta natural (Ennanceur et al., 1988; Akkerman et al., 2012). Se le llamo
prueba de reconocimiento de objetos y es utilizada como una prueba confiable y

estandarizada para medir la memoria de reconocimiento (Clark et al., 2005; ver figura 2)

Figura 2. La prueba consiste en introducir al animal a una caja denominada arena, en donde se colocan dos objetos
idénticos (a) y se les permite explorar libremente. Posteriormente se le cambia un objeto previamente presentado por uno
nuevo (b) y se cuantifica el tiempo de exploracion de cada objeto (Modificada de Brown, et al.2012).
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Otra tarea utilizada en roedores para estudiar la memoria de reconocimiento es la
atenuacion de la neofobia. La tarea consiste en exponer al sujeto a un sabor novedoso y se
observa una disminucion en el consumo comparado con ingestiones previas de agua,
fendémeno denominado como neofobia. Si no hay consecuencias negativas posteriores al
consumo, éste aumenta y se forma un trazo de memoria segura (Bermudez-Rattoni, 2004)
y continuara el aumento de manera gradual (ver figura 3). Este tipo de aprendizaje es
considerado de reconocimiento, pues los animales deben evaluar la familiaridad del
estimulo e identificarlo como seguro, por lo que también es llamado memoria de

reconocimiento segura del sabor (Bermudez-Rattoni, 2004).

200 — — o
180 — P T ¥
160 — -
X 140 .
120 —
10T &-"~"~"~/~~"~"""~""""""""T7 @& """~ °°
80 —
60 —
40 ® sabor Seguro
20 — Sabor Aversivo
07 I

Linea Base 1 2 3 4 5 6 7
Adquisicién Pruebas

I
L

0
B

-
I

Fig. 3 Porcentaje de consumo a lo largo del experimento respecto a la linea base en un paradigma de aversion al sabor
(linea morada) y de atenuacién de la neofobia (linea rosa). El dia de la adquisicion, es decir, la presentacion del sabor
nuevo, se observa el fenémeno de neofobia, entendido como un decremento en el consumo respecto a la linea base. Si no
hay consecuencias negativas, se observard un aumento gradual en el consumo (sabor seguro). Si el sabor se asocia con una
consecuencia negativa, disminuird mas el consumo (sabor aversivo) y si en una presentacion posterior no hay

consecuencias aversivas, aumentara también su consumo de manera gradual (Modificado de Bermudez-Rattoni, 2004).

Dichas tareas de reconocimiento, dependen de la integridad del 16bulo temporal, importante
para el procesamiento de la informacion de tiempo declarativo (Kandel et al., 2000) ya que
en él existe un grupo de estructuras interconectadas como el hipocampo, la corteza

perirrinal, la corteza entorrinal y la corteza parahipocampal (Bear et al., 2007; ver figura 4).
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2.5 CORTEZA PERIRRINAL

Los estudios recientes se han enfocado en la corteza perirrinal y su papel en la memoria de
reconocimiento (Winters et al., 2008), la cual se ve dafiada principalmente en pacientes
humanos afectados por lesiones o enfermedades neurodegenerativas (Brown et al., 2001)

La corteza perirrinal (ver figura 4) ha sido clasificada como una corteza de asociacion
polimodal, ya que recibe aferencias de todas las modalidades sensoriales, asi como de areas
de asociacion (Burwell et al., 2001). Esta corteza envia proyecciones al hipocampo a través
de la corteza entorrinal, ademas de estar interconectada con la amigdala y la corteza insular

(Burwell et al., 1995).

Hipocampo
Corteza { ; - :
Perirrinal
< -

Corteza Entorrinal
Corteza Perirrinal

Figura 4. Del lado izquierdo se muestra un cerebro de rata y se sefiala la corteza perirrinal y del lado derecho se muestra
en un cerebro humano la corteza perirrinal y estructuras adyacentes como corteza entorrinal, corteza parahipocampal y el
hipocampo. (Modificada de Paxinos y Watson, 1997 y Bear et al., 2007)

Se ha estudiado la participacién de la corteza perirrinal en la memoria de reconocimiento en
diversas modalidades sensoriales, tanto en la formacion como en la recuperacion de las
asociaciones (Gutierrez et al., 2004), y se sugiere que es parte de un sistema crucial para

dotar a los estimulos con significado (Bartko et al., 2007). En estudios electrofisiol6gicos

12



en monos, en los cuales se registraron neuronas de la corteza inferotemporal, que incluye a
la corteza perirrinal, se observo que la tasa de disparo neuronal aument6 cuando se presentd
un estimulo novedoso y disminuyé significativamente cuando el estimulo se volvio familiar
(Miller et al., 1991; Brown et al., 2002). Esta evidencia sugiere que la corteza perirrinal
esta relacionada con la discriminacion de familiaridad y novedad en estimulos individuales

(Gutierrez et al., 2004).

Las lesiones en esta estructura en humanos, primates y roedores resultan en un déficit en el
reconocimiento de objetos (Winters et al., 2005; Broadbent et al. 2010; Brown et al.,
2012), es decir, disminuye al nivel de azar la capacidad para discriminar entre un estimulo
novedoso y uno familiar (Winters et al., 2008). Otros estudios en la corteza perirrinal
demuestran también que estas lesiones afectan supramodalmente ya que disminuye la
capacidad de reconocimiento en otras modalidades sensoriales, como la somestésica y

olfativa (Brown et al., 2001).

Son muchas las investigaciones que determinan la participacion de receptores
glutamatérgicos en la corteza perirrinal en diversas fases de la memoria de reconocimiento
de objetos y sabores (Gutierrez et. al, 2004, Winters et al., 2005, Winters, 2008), las cuales
han sido posibles gracias a aproximaciones farmacol6gicas con modelos animales que
utilizan antagonistas o agonistas de receptores especificos para el estudio de la
neurogquimica de la memoria y se enfocan en determinar el papel que juegan diversas
moléculas tales como proteinas y neurotransmisores.

En el estudio de la memoria, existe un gran interés en el glutamato, principal

neurotransmisor excitador en el cerebro y médula espinal (Kandel et al., 2000).
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2.6 RECEPTORES GLUTAMATERGICOS

Se sabe que el glutamato tiene una participacion importante en los estudios relacionados a
la neuroquimica de la memoria (Kandel et al., 2000) y su participacion en procesos de
plasticidad asociados a cambios fisioldgicos y morfoldgicos que permiten que la memoria
persista (Kandel et al., 2000) y también en su implicacion en las fases de la memoria de

reconocimiento (Winters et al., 2005).

Una vez liberado el glutamato de la terminal presinéptica, se difunde y se une a diferentes
tipos de receptores para inducir respuestas postsinapticas. Se dividen en ionotrépicos y

metabotrdpicos (Kandel et al., 2000; ver figura 5)

Receptores de
glutamato

Metabotrépicos lonotrépicos

AMPA
NMDA
Kainato

mGIuR

Figura 5. Clasificacion de los receptores glutamatérgicos en dos grandes categorias; receptores metabotropicos (mGIuR)
que estan directamente acoplados a sistemas de segundos mensajeros mediados por proteinas G que indirectamente
activan canales y tiene diversas clasificaciones de acuerdo a la conformacidn de subunidades. Los receptores ionotrépicos
(iGIuR) que estan constituidos por canales de ligando que cuando se activan permiten el flujo de cationes a través de la
membrana celular, y llevan a una despolarizacion de la membrana postsinaptica; se pueden clasificar farmacoldgicamente
seglin su activacion por agonistas especificos, en tres subtipos; receptores AMPA, KAINATO y NMDA (Kandel et al.,
2000).
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Los receptores a glutamato tipo AMPA (ver figura 6) estdn formados por cuatro proteinas
homologas (cualquier subunidad desde GIuR1 hasta GIuR4) que se ensamblan en varias
combinaciones y ante interaccion con el glutamato se abren rdpidamente pero durante muy
corto tiempo e incrementan la conductancia de diversos cationes, siendo selectivos para el
sodio, potasio y pueden ser permeables al calcio (Shi et al., 2001). La comunicacion a
través de estos receptores es critica para la transmisién sindptica normal y estd asociada con
mecanismos de plasticidad sinaptica y memoria (Conn, 1997). El receptor es bloqueado

selectivamente con CNQX (6-cyano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona).

Por otro lado, los receptores de glutamato tipo NMDA son complejos proteicos que
incrementan la conductancia de diversos cationes, en especial calcio y sodio al interior de la
célula y potasio al exterior (ver figura 6). Requieren, ademas de la unién del
neurotransmisor, glicina como cofactor y que la célula esté previamente despolarizada por
los receptores AMPA, ya que los bloguea un ion de magnesio. El receptor es blogueado

selectivamente con APV (&cido 2-amino-5-fosfonovalerico).

Estos receptores juegan un papel muy importante en la plasticidad sinéptica tanto a corto
plazo como a largo plazo (Kandel et al., 2000). A corto plazo, existe una dependencia
temprana de la entrada de iones de calcio, lo cual activa enzimas dependientes de calcio y
ciertas cinasas en la célula postsinaptica que pueden fosforilar subunidades de receptores
AMPA aumentando su conductancia, asi como favorecer el trafico promoviendo su

insercion en la membrana (Kandel et al. , 2000).
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La funcion de los receptores NMDA a largo plazo es la dependencia de ciertos niveles de
calcio intracelular y fosforilacion de factores de transcripcion como CREB, que propicia la
sintesis de ARN mensajero para producir proteinas asociadas a la plasticidad, asi como
nuevos receptores que se inserten a la membrana, por lo que su bloqueo provoca déficit en

la memoria de largo plazo (Kandel et al., 2000).

AMPA NMDA

Figura 6. Receptor AMPA (izquierda) y receptor NMDA (derecha). El receptor AMPA regula un canal permeable a Na*
y K*. El receptor NMDA regula un canal permeable al Na*, K* y Ca**, ademas, tiene sitios de union para Glicina (Gly),
Zinc (Zn*?), feniciclidina (PCP) y Magnesio (Mg*?, que regulan la funcién del canal (Kandel et al., 2000).
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2.7 PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES AMPA EN LA EVOCACION

El bloqueo de los receptores AMPA o NMDA no tiene efecto en la adquisicion de la
memoria de sabores. En un estudio realizado por Gutiérrez y colaboradores en nuestro
laboratorio (2004), a través de un paradigma de atenuacion de la neofobia en ratas,
inyectaron NBQX y APV, antagonistas de receptores glutamatérgicos, en la corteza
perirrinal antes de la primera presentacion de sacarina y no encontraron diferencias en el
consumo respecto a el grupo control; esto sugiere que los receptores a glutamato, tanto
NMDA como AMPA, no tienen participacion en la adquisicion de la informacion del trazo
de memoria segura. Sin embargo, se ha sugerido que tienen una participacion en la
evocacion o en la consolidacion al ser parte de un sistema importante para el
reconocimiento (Gutierrez et al., 2004).

Esto es consistente con otro experimento realizado en nuestro laboratorio, con el protocolo
de condicionamiento aversivo al sabor, después de la quinta presentacién de sacarina
pareada con el malestar gastrico inducido por una inyeccion de cloruro de litio, se inyectd
NBQX en la amigdala y se observé un bloqueo en la evocacion reflejada como un déficit en
el reconocimiento del sabor como aversivo y cuantificado como un aumento en el consumo
de sacarina (ver figura 7). Por lo que se demuestra que el bloqueo farmacoldgico de los
receptores tipo AMPA tiene como consecuencia un déficit en el reconocimiento de sabores.
Este caso es especifico de la memoria de sabor y se observé que no tiene consecuencias en
la reconsolidacion del trazo de memoria aversiva, ya que en la sexta presentacion de
sacarina, los animales reconocen nuevamente el sabor como aversivo (Rodriguez-Ortiz et

al., 2012).
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Fig. 7 En la figura se observan los mililitros de sacarina en cada presentacion del sabor (eje de las abscisas) seguida por
una inyeccion de cloruro de litio en un experimento de condicionamiento aversivo al sabor en ratas. Se observa que la
infusion de NBQX en amigdala antes del quinto consumo de sacarina (indicado por la flecha), impide evocacién del
reconocimiento del sabor como aversivo en comparacion con el grupo control, pero esto no impide la reconsolidacion de

la aversion al sabor en el sexto consumo de sacarina (Tomado de Rodriguez-Ortiz et al., 2012).

El grupo de Ben Mamou utiliz6 la tarea de condicionamiento al miedo (Ben Mamou et al.,
2006, ver figura 8), en el cual parean un tono (estimulo condicionado) con un choque
eléctrico en las patas de la rata, produciendo asi que la presentacion del tono, produzca una
conducta de congelamiento (respuesta condicionada). En el experimento, reactivaron la
memoria con la presentacién del tono; sin embargo, por medio de la infusion del farmaco
CNQX en la amigdala, impidieron la evocacién de la conducta de congelamiento. En una
prueba posterior, los animales mostraron reconsolidacién de la memoria de miedo al tono,
ya que el porcentaje de congelamiento no muestra diferencias significativas entre el grupo
control, lo que implica que la evocacion no es necesaria para que ocurra reactivacion de la
memoria. Dicha reactivacion fue demostrada en la prueba posterior a la reactivacion,
observandose un dafio en la memoria de condicionamiento al tono como efecto de la

anisomicina, inhibidor de sintesis de proteinas (Ben-Mamou et al., 2006).
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Fig. 8 En la figura se observa que el firmaco CNQX bloquea la expresion de congelamiento en la etapa de reactivacion
sin consecuencias en la prueba a corto y largo plazo. La inyeccion de anisomicina tiene como resultado un déficit en la
evocacion de la conducta de congelamiento sélo en la prueba de largo plazo (Ben-Mamou et al., 2006).

En el 2008, Liy Burrel estudiaron el efecto del CNQX mediante electrofisiologia en tejido
de sanguijuelas. En el registro se observo actividad eléctrica y dividieron el experimento en
dos grupos, salina y CNQX. El grupo con CNQX present6 una disminucién en la actividad
eléctrica, lo que significa que la sinapsis era predominantemente glutamatérgica (ver figura
8) y que el tiempo maximo de efecto ocurre a partir de los 10 minutos (Li et al., 2008), por
lo que aquellos tejidos bajo el efecto de CNQX presentan una disminucion de la actividad
mediada por los receptores AMPA. En otro estudio también realizado con tejido pero en
esta ocasion hipocampo de rata, se determina que la inactivacion maxima se alcanza entre
los 10 a 15 minutos y que el efecto del CNQX se disipa alrededor de los 60 minutos (Day et
al., 2003) y se determina que el mecanismo que propicia el CNQX es la endocitosis de los

receptores AMPA (Li et al., 2008).
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El efecto de la endocitosis del receptor AMPA fue estudiado a nivel molecular en la corteza
perirrinal, en donde inyectaron un péptido de interferencia que bloquea la induccién de
endocitosis de los receptores AMPA llamado TAT-GIuA23Y. La tarea que utilizaron fue
reconocimiento de objetos, en donde permitieron la adquisicion de dos objetos idénticos y
24 horas después se inyecta el péptido y 4 minutos después se realiza la prueba de
reconocimiento presentando un objeto familiar y uno novedoso (ver figura 9). Los
resultados muestran que la evocacion de la memoria de reconocimiento de objetos es
afectada por este péptido (Cazzakoff et al., 2011); sin embargo, no tiene efectos en la
adquisicién o en la consolidacién, ya que su inyeccion no afecta ninguna de las dos. Esto
sugiere que la insercion de receptores AMPA o su endocitosis tienen una funcion

importante en la evocacion de la discriminacion de familiaridad o novedad de estimulos.

0.507 B Control
O Peptido
0,404
Discriminacion 0,301
0. 204
x
0.104
0.00- —
Musstra Pricha
4 minutos

Figura 9. El bloqueo de la endocitosis de los receptores AMPA a través de la inyeccion del péptido TAT-Glu23Y en
corteza perirrinal antes de la evocacion, disminuye significativamente el reconocimiento en una prueba de discriminacién
entre un estimulo familiar y uno novedoso en comparacion con el grupo control y se observa en la figura, del lado
izquierdo que en la muestra no hay diferencias entre grupos en la discriminacion de objetos, sin embargo en la prueba hay
una disminucion significativa en el reconocimiento del grupo inyectado con el péptido en comparacion con el grupo
control (Tomado de Cazakoff et al.,2011).
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2.8 PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES NMDA EN LA RECONSOLIDACION

Varios experimentos han demostrado que el bloqueo farmacoldgico de los receptores
NMDA, después de reactivar un trazo de memoria, no afecta la ejecucién de una tarea, pero
si dafa las pruebas de memoria posteriores (Przybyslawski et al., 1997; Gutierrez et al.,

2004).

En un experimento en que pollos fueron entrenados en una tarea de evitacion pasiva, y que
fueron inyectados intracerebroventricular con APV (antagonista selectivo del receptor
NMDA) inmediatamente después de la reactivacion y mostraron un déficit en la memoria
en una prueba subsecuente, pero aquellos animales que recibieron la inyeccion de APV, sin
la reactivacion de la memoria no mostraron déficits (Summers et al., 1997). Lo cual sugiere
que dichos receptores son indispensables para la reconsolidacion, sélo cuando el trazo de

memoria es reactivado (Ben-Mamou et al., 2006).

El grupo de Yamamoto utilizd la tarea de condicionamiento aversivo al sabor en ratas
(Yamamoto et al., 2000), en el que se realiza una asociacion de agua con sacarina (estimulo
condicionado) con malestar gastrico inducido por una inyeccion de cloruro de litio
(estimulo incondicionado). Ellos observaron que la infusion de CNQX en la amigdala dafia
la evocacion de la respuesta de evitacion del consumo de sacarina (Yamamoto et al., 2005;
ver figura 10); pero no afecta la reconsolidacion de la memoria, ya que en una prueba
subsecuente, evocaron la disminucion del consumo de sacarina. Por otro lado, la infusion
de APV en la amigdala no afectd la evocacion de la disminucion del consumo de sacarina,

pero si afecto la reconsolidacion (Yamamoto et al, 2005).
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Figura 10. indice de aversion (1A) en un protocolo de CAS en dos consumo de sacarina (T1 Y T2) de diferentes grupos
de ratas con diferentes tratamientos en la amigdala basolateral antes del consumo de sacarina. El grupo control fue
inyectado con vehiculo (solucién salina) y muestra un alto indice de aversion en el primer y segundo consumos. El grupo
que tuvo inyeccion de CNQX mostré menos aversion en T1, sin embargo en T2, muestra un alto indice de aversion.

El grupo que tuvo inyeccion de D-APV muestra un alto indice de aversion en T2 pero no en T1 (Yamamoto et al., 2005).

Es importante sefialar que el farmaco APV tiene una ventana temporal limitada, para que
tenga efecto sobre la memoria de reconocimiento. Dicha ventana temporal para el efecto se
obtiene sélo cuando la inyeccion del farmaco se realiza inmediatamente después de la
conducta, pero no tiene efecto cuando es inyectado 40 minutos después (Winters et al.,

2005)
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2.9 PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES GLUTAMATERGICOS EN LA

EVOCACION Y RECONSOLIDACION DE LA MEMORIA DE RECONOCIMIENTO

Diversos estudios han mostrado que es posible bloquear la evocacion de la memoria con la
inyeccion de antagonistas de receptores AMPA como NBQX (Rodriguez-Ortiz et al., 2012)
0 CNQX (Mesches et al., 1996; Winters et al., 2005; Ben-Mamou et al., 2006; Yamamoto
et al., 2005) en diversas estructuras cerebrales de ratas en diversos paradigmas y que esto
no afecta la reconsolidacion. También se sabe que antagonizar a los receptores NMDA
tiene como consecuencia un déficit en la reconsolidacion y, a su vez, demuestra la
reactivacion del trazo de memoria. Las tareas utilizadas en los experimentos anteriores,
tanto el condicionamiento de miedo al tono (Ben-Mamou et al., 2006) como el
condicionamiento de aversion al sabor (Yamamoto et al., 2005; Rodriguez-Ortiz et al.,
2012) son consideradas como aversivas y estan relacionadas con la amigdala. En tareas no
aversivas, el grupo de Winters (Winters et al., 2008) demostrd la participacion de los

receptores glutamatérgicos en la corteza perirrinal en la tarea de reconocimiento de objetos.

En ese estudio, se inyectaron CNQX y APV en diferentes tiempos de la tarea. Los
resultados demuestran que la inyeccion de CNQX en la corteza perirrinal antes de la fase de
prueba impidié evocacion del reconocimiento de objetos, mientras que la infusion de APV
en la corteza perirrinal impidié la consolidacion a largo plazo, pero no la evocacion o la

memoria a corto plazo del reconocimiento de objetos (Winters et al., 2008).
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También se ha descrito la participacion de la corteza perirrinal en la reconsolidacion en la
memoria de reconocimiento de objetos, mediante la inhibicion de la sintesis de proteinas
posterior a la reactivacion provocando de esta manera, un dafio en la consolidacion de la
memoria de reconocimiento de objetos, ya que los animales no muestran preferencia por el

objeto novedoso en la exploracion (Winters et al., 2011).

En resumen, los antecedentes sugieren una funcion diferencial de los receptores de
glutamato tipo AMPA y tipo NMDA en la evocacion y en la reconsolidacion probada en
diversas tareas, asi como participacion de la corteza perirrinal en la reconsolidacion de la
memoria de reconocimiento de objetos. Sin embargo, ain no se determina si la evocacion
es necesaria para que exista reconsolidacion ni el efecto del bloqueo de los receptores
AMPA de la corteza perirrinal sobre la reconsolidacion de la memoria de reconocimiento

de objetos ni de sabores.
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Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, HIPOTESIS Y OBJETIVO

3.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La evocacion de la memoria ha sido sostenida como una condicion indispensable para
reactivar un trazo, modificarlo y reconsolidarlo. Ultimamente diversos estudios sugieren
que la evocacion de la informacién previamente almacenada puede ser un proceso
independiente de la reconsolidacion de la memoria (Winters, 2005; Ben-Mamou, et al.
2006; Yasoshima et al. 2005 Rodriguez-Ortiz et al. 2012) en tareas como condicionamiento
aversivo al sabor y condicionamiento de miedo al tono, por lo tanto, se estudiara el efecto
del bloqueo de la evocacion de la memoria de reconocimiento de objetos y sabores sobre su

reconsolidacion en la corteza perirrinal.

3.2 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cudl es el efecto del bloqueo de receptores AMPA de la corteza perirrinal en la evocacion

de la memoria de reconocimiento de objetos y sabores sobre su reconsolidacion?

3.3 JUSTIFICACION

Los resultados de este estudio aportaran evidencia respecto a si la evocacion de la

informacidn almacenada es un parametro indispensable para que ocurra la reconsolidacion

de la memoria de reconocimiento de objetos o sabores.
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3.4 OBJETIVO

Analizar la funcidn que tiene la evocacion en la reconsolidacion por medio de las tareas de
reconocimiento de objetos y el reconocimiento de sabores para determinar el efecto del
blogqueo de los receptores AMPA en la corteza perirrinal para determinar si la evocacion es
necesaria para que ocurra la reconsolidacion de la memoria de reconocimiento.

La variable dependiente serd la conducta de reconocimiento tanto de objetos como de
sabores.

Las variables independientes seran 4 grupos de trabajo; SAL-SAL como grupo control,
CNQX-SAL para demostrar el efecto del bloqueo de la evocacion sobre su reconsolidacion
y CNQX-APV y SAL-APV como grupos controles de la condicion CNQX y condicion

APV.

3.5 HIPOTESIS

Si se bloquean los receptores tipo AMPA de la corteza perirrinal, habra un efecto de

bloqueo de la evocacion de la memoria de reconocimiento de objetos y sabores, sin

embargo, éste no afectara su reconsolidacion.

Si se bloquean los receptores tipo NMDA de la corteza perirrinal, habré un efecto en la

reconsolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos y sabores solo si ésta fue

reactivada durante la evocacion.
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IV MATERIALES Y METODO

4.1 SUJETOS:

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 280-300 grs. de peso, provenientes del
bioterio del Instituto de Fisiologia Celular. Los animales se mantuvieron en cajas
individuales de acrilico en un ambiente de 22+/- 1°C, con un ciclo luz-oscuridad 12/12,
con agua y alimento ad libitum excepto en atenuacién de la neofobia donde el consumo fue

controlado. Todas las manipulaciones se hicieron en la fase de luz.

4.2 CIRUGIA

Se anestesio a las ratas utilizando Ketamina (83mg/Kg), Xilacina (9mg/kg) y fueron

implantadas bilateralmente cdnulas 2mm encima de la corteza perirrinal (ver figura 11).

Fig. 11 Corte coronal de un cerebro de rata, se muestra el sitio de implantacion bilateral de canulas de acuerdo a las
siguientes coordenadas de acuerdo al Atlas de Paxinos y Watson (1986): anteroposterior-3 mm, lateral +/- 6.5 mm y
dorsoventral 5 mm. La zona sombreada representa el sitio de difusion del farmaco (dorsoventral 7mm), es decir, la corteza

perirrinal.
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Las canulas fueron fijadas al craneo con acrilico dental mediante dos tornillos colocados a
2 mm de cada canula y se les colocO un estilete para evitar que se taparan o ensuciaran.
Todos los animales tuvieron 10 dias de recuperacion después de la cirugia antes de

cualquier procedimiento conductual.

4.3 MICROINFUSION

Para la microinfusion se retiraron los estiletes de las canulas y se insertaron agujas dentales
conectadas a microjeringas Hamilton de 10 pl mediante tuberia de polietileno. El sitio de
infusién fue +2 mm en la coordenada dorsoventral (-7 mm). A cada rata se le inyectd 1 pl
en cada hemisferio a una tasa de 1ul/min y las agujas se mantuvieron un minuto mas para
permitir una mejor difusion del farmaco o vehiculo. Los farmacos se disolvieron en
solucién salina 0.9% de acuerdo con las concentraciones utilizadas en estudios previos
(Winters, 2005); 3mM de CNQX (SIGMA, USA) y 40 mM de APV (TOCRIS, USA). La

microinfusion de la solucion vehiculo (salina 0.9%) se utilizé como control.

4.4 HISTOLOGIA:

Al finalizar los protocolos conductuales, las ratas recibieron una sobredosis de
pentobarbital sodico y se perfundieron con una solucion salina (0.9%). EI cerebro se
removio y se almaceno en una solucion de formaldehido 4% por 24 horas.

Los cerebros se cambiaron a una solucion de sacarosa 10%, 20% y 30%. Se realizaron
cortes coronales de 40 um en la zona donde se implantaron las canulas, se montaron en

laminillas con gelatina y se dejaron secar 48 horas, antes de procesarse con la tincion de
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violeta de Cresilo, después de lo cual se examinaron bajo el microscopio de luz para

verificar el sitio de implantacion de la canula (figura 12).

Figura 12. En la figura se observa del lado izquierdo un corte coronal de rata tefiido con Violeta de Cresilo representativo
de la lesién producida por la canula y del lado izquierdo un dibujo que muestra el sitio de implantacion de la canula 'y el
sitio de infusion.

4.5 ANALISIS ESTADISTICO:

Los datos estan expresados como medias + error estandar. Las diferencias estadisticas entre
dos condiciones fueron determinadas mediante una prueba t-student no pareada y para
determinar si un grupo es diferente del nivel de azar (0.5) se utiliz6 una prueba t de una
muestra. Para evaluar las diferencias entre los grupos se utiliz6 una prueba de ANOVA de
dos vias. Un valor de p < 0.05, se acepté como estadisticamente significativo. Se utiliz6 un

post-hoc de Bonferroni/Dunn.
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En los experimentos, los grupos de trabajo y el nimero de ratas por grupo fueron los

siguientes:

TIPO DE RECONOCIMIENTO
OBJETOS SABORES
GRUPO
(N) (N)
CNQX-APV 11 9
CNQX-SAL 9 8
SAL-APV 8 7
SAL-SAL 6 6
TOTAL DE
34 30
RATAS
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4.6 PROCEDIMIENTO DE RECONOCIMIENTO DE OBJETOS

4.6.1 APARATOS EXPERIMENTALES RECONOCIMIENTO DE OBJETOS:

Se utilizaron cajas de madera (cuyas medidas fueron 40X40X60 cm), de color gris, con
aserrin en el piso y colocadas en un cuarto separado del vivario. Todas las sesiones fueron
videograbadas. Los objetos a reconocer fueron focos blancos (6¢cm de didmetro y 5 cm de
largo), frascos transparentes de cristal (5.5cm de diametro y 11cm de alto) y focos blancos
en espiral (11cm de largo). Se fijaron al piso de la caja con Velcro para evitar que fueran
desplazados por los animales a una distancia de 10 cm de las paredes en las esquinas
traseras de la caja. En cada ensayo, los objetos fueron removidos y limpiados con alcohol

para evitar pistas olfativas y el aserrin fue limpiado y cambiado.

4.6.2 PROCEDIMIENTO CONDUCTUAL:

Después de la cirugia a los animales se les permiti6 recuperarse por lo menos 10 dias antes
de cualquier procedimiento (ver figura 13).

Posteriormente, se llevd a los animales al cuarto experimental a las 9 am y se les dejaba dos
horas antes del inicio de la sesion y 2 horas después de la sesion para evitar condiciones de

estrés que afectaran la ejecucién o la consolidacion.

HABITUACION
Durante 5 dias consecutivos, a los animales se les manipulé durante un minuto e
inmediatamente después se coloco en la arena sin objetos durante 3 minutos. Al finalizar la

exploracién, fueron manipulados durante otro minuto y regresados a su caja individual.
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Figura 13. En la figura se representa el modelo experimental para la tarea de reconocimiento de objetos. Comienza con la
cirugia para implantar canulas guia de manera bilateral (A) y después de 10 dias se habitda a los animales (representadas
como dos 6valos blancos) durante 5 dias (B) en la arena experimental (representada como un cuadro). Posteriormente,
comienza la fase de muestra (C) en donde se introduce al animal en la arena experimental en la cual se han colocado dos
objetos idénticos y se les permite explorar por 5 minutos.24 horas después se inyecta CNQX o vehiculo (D) y después de
15 minutos se les introduce en la arena experimental en la cual estan colocados un objeto nuevo y un objeto presentado en
la muestra y se les permite explorar durante 5 minutos. Inmediatamente se inyecta APV o vehiculo (F). Veinticuatro horas
después, se les introduce en la arena, en la cual estan colocados un objeto nuevo y uno idéntico al presentado en la
muestra y se les permite explorar durante 5 minutos (G).

4.6.3 TAREA DE RECONOCIMIENTO DE OBJETOS:

FASE DE MUESTRA

Se les coloco en la arena mirando al lado opuesto donde previamente se habian colocado
dos objetos idénticos (llamados Al y A2, ver figura 13, C). Se les permitié explorar
libremente durante 5 minutos. Al finalizar el tiempo, fue regresado el animal a su caja

individual.

FASE DE EVOCACION

Veinticuatro horas después de la fase de muestra, se realizo la inyeccion del farmaco
CNQX o vehiculo (ver figura 13, D) y 15 minutos después, fueron introducidos en la arena

mirando al lado opuesto de donde previamente se habian colocado dos objetos, el primero
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una copia idéntica del objeto previamente presentado (familiar, llamado A) y un nuevo
objeto, (llamado B) (ver figura 13, E) y se les permitio explorar libremente durante 5
minutos. Al finalizar, fueron inyectados inmediatamente con el farmaco APV o vehiculo

(ver figura 13, F) y regresados a su caja individual.

FASE DE PRUEBA

En la fase de prueba, 24 horas después de la fase de evocacion, fueron introducidos en la
arena mirando al lado opuesto de donde previamente se habian colocado dos objetos, el
primero una copia idéntica del objeto previamente presentado en la fase de muestra
(familiar, llamado A) y un nuevo objeto, diferente al de la fase de evocacion (llamado C)

(ver figura 13, G) y se les permiti6 explorar libremente durante 5 minutos.

CUANTIFICACION

Se cuantificd el tiempo de exploracion por objeto y se consider6 como conducta de
exploracion que los animales dirigieran la nariz en direccion al objeto a una distancia <lcm
0 que lo tocara con la nariz. Se calculé un indice de reconocimiento para los objetos
definido como la cantidad de tiempo que pasa en un objeto, dividido entre la exploracion
total:

Exploracion del objeto 1+ Exploracion del objeto 2 = Exploracién Total

Exploracion del objeto 1 / Exploracion total = indice de reconocimiento 1

Exploracion del objeto 2 / Exploracion total = indice de reconocimiento 2

Un indice de 0.5 expresa que no hay preferencia de un objeto sobre otro.
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4.7 PROCEDIMIENTO DE ATENUACION DE LA NEOFOBIA

4.7.1 APARATOS EXPERIMENTALES ATENUACION DE LA NEOFOBIA

En los experimentos de atenuacion de la neofobia, se utilizaron probetas graduadas a
manera de bebederos para cuantificar el consumo en ml y agua obtenida del vivario y

almacenada en el laboratorio.

4.7.2 PROCEDIMIENTO CONDUCTUAL:

Después de la cirugia a los animales se les permiti6 recuperarse por lo menos 10 dias antes
de cualquier procedimiento. Se realizaron las manipulaciones en el vivario para evitar

condiciones de estrés asociadas al consumo de agua.

4.7.3 TAREA ATENUACION DE LA NEOFOBIA:

ESTABLECIMIENTO DE LA LINEA BASE DE CONSUMO

Los animales fueron privados de agua durante 24 horas y durante 5 dias consecutivos, se les
dieron consumos controlados de 30 ml durante 15 minutos cada 12 horas. Se cuantifico el

consumo y se realizé una linea base de consumo.

ADQUISICION

El dia de la adquisicion, se les dio un consumo de 30 ml de una solucion de sacarina (0.5%)

durante 15 minutos. Una vez cuantificado el consumo se realizaron 4 grupos con igual
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distribucion de ratas y sin diferencias significativas entre ellas. Las ratas que no presentaron

neofobia fueron descartadas. Doce horas después, se les dio un consumo de 30 ml de agua.

EVOCACION

El dia de la evocacion, fueron inyectadas con el farmaco CNQX o vehiculo y 15 minutos

después se les dio un consumo de 30 ml de una solucion de sacarina (0.5%) durante 15

minutos. Al finalizar el consumo, inmediatamente se les inyect6 APV o vehiculo. Doce

horas después, se les dio un consumo de 30 ml de agua para evitar privacion prolongada de

agua.

PRUEBA

El dia de la prueba, se les dieron 30 ml de una solucién de sacarina (0.5%) durante 15

minutos.

CUANTIFICACION

En todas las sesiones, se midio6 el consumo de liquido, tanto agua como sacarina.
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V RESULTADOS

5.1 RECONOCIMIENTO DE OBJETOS

En este experimento se evalu6 mediante un protocolo de reconsolidacion de la memoria
para objetos si la evocacion de la memoria es necesaria para que ocurra la reconsolidacion
en la corteza perirrinal mediante la manipulacion de los receptores de glutamato tipo
AMPA antes de la evocacion. También se manipularon los receptores de glutamato tipo
NMDA inmediatamente después de la evocacion para determinar que la memoria fue

reactivada, asi como su participacion en la reconsolidacion.

En la Figura 14 (A), los animales tienen un tiempo similar en la exploracién de cada uno de
los dos objetos idénticos (prueba t-student pareada, p = 0.6893) y tienen un indice de
reconocimiento que no es diferente a 0.5 en la fase de muestra, lo que quiere decir que no

muestran preferencia por algun objeto.

Los animales inyectados con solucidn salina 15 minutos antes de la evocacion (ver figura
14, B) muestran preferencia por el objeto novedoso lo que indica que evocaron la
informacion del objeto familiar (prueba t-student pareada, p < 0.0001).

Los animales inyectados con CNQX, antagonista de los receptores tipo AMPA, 15 minutos
antes del reconocimiento de objetos (ver figura 14, C), no discriminaron entre el objeto

novedoso y el familiar (prueba t-student pareada, p = 0.1880).

Se encontraron diferencias entre las condiciones de la inyeccion de salina y CNQX con una

prueba ANOVA (F (1,35)= 32.795: p < 0.0001).
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El tiempo total de exploracion en la fase de evocacion fue similar en ambas condiciones
(CNQX y salina), sugiriendo que las diferencias no se deben a los tiempos de exploracion

(prueba t-student pareada, p = 0.1717).

En la prueba de memoria realizado 24 horas después de la evocacion, los animales del
grupo que tuvo inyeccion de salina antes de la evocacion e inmediatamente después salina
(ver figura 14, D), mostraron preferencia por el objeto novedoso, lo que indica que
consolidaron el objeto que fue novedoso durante la evocacion y reconsolidaron el objeto
familiar (prueba t-student pareada, p = <0.0001).

Los animales del grupo al que se le inyecté CNQX antes de la evocacion y salina
inmediatamente después (ver figura 14, E), también mostraron preferencia por el objeto
novedoso durante la prueba, lo que indica que aunque se haya bloqueado la expresion
conductual de la evocacion los animales fueron capaces de consolidar la informacion del
objeto que fue novedoso durante la evocacién y reconsolidar el objeto familiar (prueba t-

student pareada, p <0.0001).

Por otro lado, los animales del grupo al que se le inyect6 salina antes de la evocacién y
APV inmediatamente después (ver figura 14, F), tuvieron un dafio en la consolidacion del
objeto novedoso ya que no tuvieron preferencia por ninguno de los objetos en la prueba de
memoria realizada 24 horas después de la evocacion (prueba t-student pareada, p = .3986).

Los animales del grupo al que se le inyectdo CNQX antes de la evocacion y APV
inmediatamente despues (ver figura 14, G), tuvieron un efecto similar al no tener

preferencia por ninguno de los objetos (prueba t-student pareada, p = .1019).
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Figura 14. En la parte superior se muestra el protocolo conductual. En la parte central se muestran los indices de
reconocimiento para la fase de muestra (A), evocacion (B y C) y prueba (D-G). Se observa que los animales que fueron
inyectados con salina en la evocacion, muestran preferencia por el objeto novedoso (B) a diferencia de los animales
inyectados con CNQX que no tienen preferencia por ninguno de los dos objetos (C). En la prueba de memoria se observa
que los animales que tuvieron inyeccion de vehiculo mostraron preferencia por el objeto novedoso en la prueba, revelando
que la reconsolidacion sigui6 su curso a pesar del bloqueo de la evocacion (E) o sin el bloqueo (D). Por otro lado, la
inyeccion de APV después de la evocacion impidio la reconsolidacion, sin importar si la evocacion fue bloqueada o no, ya
que los animales no tuvieron preferencia por ningdn objeto (F y G). ** p <0.0001 Los grupos fueron: SAL/SAL (n= 8),
SAL/APV (n=9), CNQX/SAL (n= 10), CNQX/APV (n= 10).
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5.2 ATENUACION DE LA NEOFOBIA

Para confirmar que la evocacion de la memoria no es indispensable para que ocurra la
reconsolidacion en la memoria de reconocimiento, se utilizé el paradigma de atenuacion de
la neofobia. Se manipularon los receptores tipo AMPA de la corteza perirrinal 15 minutos
antes de la evocacion y los receptores tipo NMDA inmediatamente después de ésta para

determinar que la memoria fue reactivada, asi como su participacion en la reconsolidacion.

Como se observa en la Figura 15 (promedio de linea base), los animales tienen un promedio
de consumo similar y sin diferencias entre grupos (prueba ANOVA, F (3,32 = 1.152, p =

3432).

Como se observa en la figura 15 (sacarina 1), todos los grupos presentaron neofobia, es
decir, una disminucién significativa del consumo de sacarina en comparacién con el

promedio de su linea base de consumo (prueba t-student pareada, p < 0.0001).

En el consumo de sacarina 2 (ver figura 15, sacarina 2), los animales inyectados con
solucién salina 15 minutos antes de la ingesta de sacarina presentaron atenuacion de la
neofobia o reconocimiento seguro del sabor a diferencia de aquellos animales inyectados
con CNQX, antagonista de los receptores tipo AMPA, 15 minutos antes del consumo de
sacarina.

Se encontraron diferencias, estadisticamente significativas entre el grupo CNQX-APV y
SAL-APV; (p= 0.0005) y CNQX-APV y SAL-SAL (p=0.0046); CNQX-SAL y SAL APV;

(p< 0.0001) y CNQX-SAL y SAL-SAL (p< 0.0001).
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En el consumo de sacarina 3 realizada 24 horas después de la evocacion (ver figura 15,
sacarina 3), se observa que los animales que tuvieron inyeccion de solucion salina
inmediatamente después de la ingestion de sacarina 2, presentaron atenuacion de la
neofobia o reconocimiento seguro del sabor a diferencia de los animales que tuvieron
inyeccion de APV que presentan una disminucion en el consumo o un dafio en el
reconocimiento del sabor segura; es decir, un dafio en la reconsolidacién de la memoria del

sabor.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre aquellos animales
inyectados con APV; CNQX-APV y SAL-APV; (p=.5071) y CNQX-SAL y SAL-SAL (p=
< 0.9461) y hay diferencias estadisticamente significativas entre CNQX-APV y SAL-SAL

(p=0.0302) y CNQX-SAL y SAL APV (p= < 0.0041).
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SACARINA 1 {ADQUISICION) SACARINA 2 (EVOCACION) SACARINA 3 (PRUEBA)
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Figura 15. En la parte superior se muestra el protocolo conductual. Se muestra el consumo en ml respecto a cada fase del
experimento. Media y error estandar de la media de la linea base de consumo en funcién de los grupos. No se observaron
diferencias entre ellos. En sacarina 1(A) se muestra la neofobia al sabor novedoso sin diferencias entre grupos. Se observa
que la inyeccion de CNQX (rojo y azul), bloquea la evocacion (sacarina 2, B) mientras que la inyeccidn de solucion salina
(rosa y verde) no tiene efecto. Por otra parte la inyeccion de APV posterior a evocacion (verde y azul), dafio la
reconsolidacion efecto que se observa en la prueba (sacarina 3, C), mientras que la inyeccion de solucion salina (rojo y
rosa) no tiene efecto aun cuando los animales tuvieron bloqueada la evocacion (grupo CNQX-SAL) se observa un
reconocimiento seguro del sabor y su consiguiente atenuacién observado como un aumento en el consumo. ** < 0.02

entre el grupo experimental contra el grupo control. * <0.05 entre el grupo experimental contra el grupo control.
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VI DISCUSION

En este estudio se infundieron en la corteza perirrinal farmacos especificos de antagonistas de
receptores glutamatérgicos, CNQX para receptores AMPA y APV para los receptores NMDA y se
demostro que tienen efectos diferenciales en la evocacion y la reconsolidacion en los paradigmas de
reconocimiento de objetos y reconocimiento seguro del sabor. En los experimentos realizados, el
CNQX bloqueé la evocacion de la memoria de reconocimiento mientras que el APV dafid su
reconsolidacion. Los resultados muestran que la evocacion de la memoria de reconocimiento no es

necesaria para que ésta pase a un estado activo y se permita la reconsolidacion.
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6.1 BLOQUEO DE RECEPTORES AMPA Y SU IMPLICACION EN LA EVOCACION

La evidencia farmacoldgica sugiere que la activacion de los receptores de glutamato tipo
AMPA es necesaria para la evocacion de la memoria y diferentes estudios han demostrado
que al antagonizar dichos receptores con farmacos como CNQX o NBQX en diversas
tareas como condicionamiento al miedo (Ben-Mamou et al., 2006), el reconocimiento de
objetos (Winters et al., 2008) y el condicionamiento aversivo al sabor (YYamamoto et al.,
2004; Rodriguez-Ortiz et al., 2012) se observa un bloqueo de la evocaciéon cuando la
inyeccion del farmaco se realiza 15 minutos antes de la ejecucion de la tarea, lo que sugiere
que durante su ejecucion, no hay actividad de los receptores (Day et al., 2003; Li et al.,
2008), lo cual impide que existan sinapsis que indiquen si el estimulo es novedoso o
familiar. Dicha evidencia farmacoldgica es consistente con lo que se observa en la conducta
de los experimentos realizados; es decir, un deficit en el reconocimiento, ya sea en
reconocimiento de objetos o de sabores; sin embargo, es importante recalcar que dicho
blogueo no tiene implicaciones en la reconsolidacion de la memoria de reconocimiento. Lo
que se sugiere que la evocacion no es una condicidn necesaria para que ocurra la

reconsolidacion.

Un trabajo reciente (Hong et al., 2013), estudié la participacién de diferentes
conformaciones del receptor de glutamato tipo AMPA que tienen caracteristicas
funcionales distintas, una de ellas es su permeabilidad al calcio y se dividen en receptores
permeables a calcio (CP-AMPA) y receptores impermeables a calcio (CI-AMPA) (Shi, S.
et al., 2001). Los CP-AMPA tienen implicaciones en la consolidacion de la memoria de

condicionamiento al miedo, mientras que la evocacion induce un intercambio de CP-
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AMPA por CI-AMPA en la superficie de la membrana, dicho intercambio es determinado
como clave para que una memoria pase de un estado estable a uno inestable (Hong, I. et al.
2013) y gradualmente ocurre nuevamente un intercambio entre CP-AMPA a CI-AMPA que
coincide con el curso de la reconsolidacion. El bloqueo de la endocitosis de CI-AMPA o
del receptor NMDA, previene la desestabilizacion, asi como el bloqueo de CP-AMPA a Cl-
AMPA previene la reconsolidacion (Hong et al. 2013), esto sugiere, que los receptores tipo
AMPA ademéds de participar en la evocacion, también tienen implicaciones en la
transformacion de una memoria consolidada a su estado activo, asi como en su
reconsolidacion y que este intercambio es desencadenado por la activacion del receptor
NMDA. Esto fue estudiado en amigdala tanto en la evocacion como en la reconsolidacion
del condicionamiento al miedo y en contraste con los resultados de los experimentos
realizados en la tarea de reconocimiento de objetos y sabores en corteza perirrinal de ratas,
se sabe que la evocacion requiere de un intercambio de receptores AMPA, en donde el
farmaco CNQX bloquea la transmision sindptica glutamatérgica, pero no previene el
intercambio de los receptores, por lo que la reconsolidacion puede seguir su curso, ademas
de que el receptor NMDA no esta blogueado. Por otro lado, el farmaco APV antagonista
del receptor NMDA, bloquea el intercambio de CP-AMPA por CI-AMPA previniendo la
reconsolidacion y esto es consistente con lo encontrado en la tarea de reconocimiento de

objetos y sabores.
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6.2 FUNCION DE LA EVOCACION EN LA RECONSOLIDACION

Para que un recuerdo pase a un estado activo de alguna manera se debe involucrar la
activacion inicial de redes relevantes y es cominmente demostrada con la evocacién (Sara,
2000). En ratas, la evocacion es generalmente estudiada a través de su expresion
conductual. Muchos paradigmas que investigan mecanismos moleculares asociados al
proceso de evocacion, involucran principalmente sesiones de re-exposicion a la situacion
del entrenamiento que producen la respuesta conductual asociada como evitacion,
congelamiento o reconocimiento (Botreau et al., 2006); asi como mecanismos moleculares
de reactivacion (Botreau et al., 2006; Caffaro, 2012; Hong et al., 2013) sin embargo, en realidad

es poco lo que se sabe respecto a este proceso.

Para poder determinar ciertos eventos celulares asociados a la evocacion y la
reconsolidacion, se realiz6 un estudio asociado a la via de transduccion de sefiales
asociadas a receptores de tirosina, que tras una cascada de eventos moleculares terminan
con la activacion de ERK. ERK es una proteina que es capaz de traslocarse al nucleo para
regular la transcripcion, modificando la actividad de proteinas modulando asi la
expresion de distintos genes que estan asociados tanto al proceso de consolidacion como el
de evocacion y reconsolidacion. En este estudio, (Botreau et al., 2006)la regulacion de
ERK en la evocacion cuando la reactivacion es disociada de su respuesta conductual, es
medida con niveles de ERK fosforilado en la amigdala, la corteza prefrontal y el
hipocampo. Los autores concluyeron que la exposicion a pistas de la evocacion (estimulo
condicionado), tiene consecuencias ademas de conductuales, moleculares que propicia la

regulacion de la fosforilacion de ERK. Por lo que esto sugiere que la activacion del trazo de
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memoria va mas alla de una respuesta conductual y que es mas especifica de varias sefiales
moleculares que la regulan. Por lo que es importante determinar si el bloqueo de la
evocacion por medio de antagonistas de los receptores AMPA sin impedir que la

reconsolidacion ocurra, es un efecto particular o puede ser generalizado.

En este sentido, datos recientes de nuestro laboratorio, sugieren que el bloqueo de la
evocacion por medio del farmaco muscimol, que es un agonista de receptores
GABAérgicos en la corteza perirrinal, bloquea la evocacion de la memoria de
reconocimiento de objetos, sin impedir que la reconsolidacion ocurra cuando se realiza una
prueba al dia siguiente. También fue estudiado en otro laboratorio mediante el bloqueo de
receptores muscarinicos con escopolamina, y se demostr6 una disociacion en la expresion
conductual y la reactivacion de la memoria en un experimento que mide un cambio en la
estrategia de defensa de cangrejos para responder a un estimulo visual peligroso. La
administracion de escopolamina bloguea la evocacién, sin embargo, en una sesion de
prueba posterior, se observa que la memoria fue fortalecida y que hubo reconsolidacion

(Caffaro et al. 2012).

Esto sugiere, que el efecto del bloqueo de la evocacion no es exclusivo de los receptores
tipo AMPA, ya que la evocacién puede bloquearse utilizando antagonistas para otros
sistemas de neurotransmision como el GABA con el farmaco muscimol o acetilcolina con
el farmaco para receptores muscarinicos escopolamina. Sin embargo, es consistente la
premisa de que la evocacion es independiente de la reactivacion y la reconsolidacion, tanto
en tareas aversivas como en tareas que no lo son como el reconocimiento de objetos y

sabores.
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6.3 REACTIVACION DEL TRAZO DE LA INFORMACION ALMACENADA EN

MEMORIA

En los resultados (figura 14 y 15) se observa un blogqueo de la evocacion de la memoria de
reconocimiento tanto de objetos como de sabores en aquellos animales que tuvieron
inyeccion del farmaco CNQX, antagonista de receptores tipo AMPA en la corteza
perirrinal. Se determina que hay una reactivacion del trazo demostrada en aquellos
animales inyectados con el farmaco APV en corteza perirrinal ya que presentaron un déficit
en el reconocimiento tanto de objetos como del sabor; demostrando un dafio en la
reconsolidacion. Sin embargo, el bloqueo de la evocacion no tiene ningln efecto sobre su
reconsolidacion. Esto recalca la importancia tanto de los receptores AMPA en la evocacion
y los receptores NMDA en la reconsolidacion.

Estos resultados aportan evidencia de que la memoria pasa de un estado inactivo a uno
activo y en este sentido, al menos unos de los eventos celulares que ocurren durante la
consolidacién inicial se desencadenan (Sara, 2000). Hasta qué punto la cascada de eventos
celulares en la post-adquisicion es recapitulada cada vez que la memoria es activada y
reorganizada, probablemente estd en funcion de la edad y complejidad de la memoria, asi
como la cantidad de nueva informacion a ser integrada en el trazo de memoria. Otros
factores pueden ser la atencion, la motivacion, etc. (Sara, 2000).

La principal evidencia de que ocurre la reactivacion, y que es pilar dentro de la teoria de la
consolidacidn, es la amnesia de una experiencia en particular, que resulta posteriormente a
un tratamiento amnésico como un choque electroconvulsivo (Duncan et al.,, 1949),
inhibicion de la sintesis de proteinas (Misanin et al., 1968) o bloqueo de los receptores

NMDA (Winters et al., 2008) durante la evocacion de una tarea, demostrando asi que la
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evocacion de la memoria previamente consolidada regresa a un estado labil (Nader et al.,
2009) y que este efecto amnésico ocurre sélo cuando las manipulaciones son aplicadas en
un periodo corto después de la reactivacion (Nader et al., 2000) por lo cual, al observarse
un efecto del fa&rmaco antagonista del receptor NMDA, sugiere que hubo reactivacion de la
memoria y que este receptor es critico para que ocurra el proceso de reconsolidacion. Sin
embargo, no es necesario que exista evocacion, ya que las ratas tuvieron un bloqueo de ella
mediante el farmaco CNQX y es observable a nivel conductual como un déficit en el

reconocimiento de los estimulos (ver figuras 14 y 15).

Es necesario aclarar que la memoria es reactivada por lo menos bajo la condicion de
presentarse estimulos asociados al trazo de memoria, por ejemplo, el estimulo condicionado
sin el estimulo incondicionado (Dudai, 2004, Nader et al., 2000) o cuando la informacion
presentada representa una oportunidad de actualizacion de un trazo previo (Rodriguez-Ortiz
et al., 2012), es decir, que la nueva informacion tenga la fuerza suficiente sobre el trazo

previo (Wichert et al., 2013).

48



6.4 IMPLICACIONES CLINICAS

La persistencia de un recuerdo, la capacidad de actualizarlo y el olvido son partes
esenciales de la memoria y deben tener la misma importancia para comprender los
mecanismos que subyacen a ellos. Los experimentos realizados aportan evidencia de que la
evocacion no es necesaria para que el mecanismo de activacion de la memoria comience en
la memoria de reconocimiento y esto es de gran importancia para el estudio de otros
mecanismos de activacién de la memoria, asi como una gran oportunidad terapéutica para
el tratamiento de aquellas memorias indeseadas. Un enfoque novedoso es disminuir la
asociacion del evento traumatico con su respuesta fisiologica y asi poder modificar el
recuerdo o extinguirlo (Debiec, 2011), lo cual ha sido realizado con humanos en una
investigacion reciente que ha demostrado que es posible atenuar la hiperreactividad ante un
estimulo aversivo mediante la administracion de propranolol, un antagonista de receptores
beta adrenérgicos, que ademas de bloquear la evocacion de respuestas fisiologicas durante
24 horas, evita que la expresion de miedo regrese (Kindt et al., 2009).

Esto demuestra que la atenuacion de la evocacion del miedo no interfiere con la posibilidad
de reactivar el trazo, en este caso, disminuye la asociacion y permite que un proceso de

extincién ocurra.

Los resultados también permiten un nuevo enfoque al proceso de la memoria que apunta
no so6lo a mejorar la eficacia de las memorias que se desean conservar y la actualizacion de
las mismas, sino también a desencadenar un olvido optimo de aquello que resulta

desadaptativo.
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VII LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS

El bloqueo de la evocacion por medio de la inhibicién transitoria de los receptores AMPA
en la corteza perirrinal, ha demostrado no tener efectos en la reconsolidacion de la misma
en un modelo de reconocimiento de objetos y sabores. Sin embargo, es importante realizar
mas estudios para determinar si es un fendmeno generalizable con otras estructuras y otros
sistemas de neurotransmision en diversos modelos de memoria y comprender asi mejor el
mecanismo de evocacion o recuperacion de la informacion ya que la vision tradicional
apunta a estudios consolidacién y reconsolidacion dejando de lado la posibilidad de que
muchas veces el olvido no es producto de un dafio en la consolidacion o reconsolidacion,

sino una falla en la recuperacion, es decir, la evocacion.

Es necesario realizar niveles a nivel molecular y celular para determinar el mecanismo que
subyace a la reconsolidacion que en este caso es independiente de la actividad de receptores
AMPA en la corteza perirrinal, asi como en otras estructuras en donde se ha determinado la
participacién de los receptores AMPA en la evocacion para comprender mejor este

mecanismo.

Ademas, es importante recalcar la relevancia del estudio de la corteza perirrinal y la
participacion de receptores glutamatérgicos en ella como una posible fuente de trastornos
de la memoria en enfermedades neurodegenerativas o lesiones cerebrales, tanto para
entender la neurobiologia y las patologias del mecanismo de adquisicion, evocacion,
consolidacién y reconsolidacion de la memoria, para una posibilidad terapeutica en

diversos trastornos psiquiatricos.
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VIII CONCLUSIONES GENERALES

La manipulacion farmacoldgica de los receptores glutamatérgicos tipo AMPA en la corteza
perirrinal nos permitio bloquear la evocacion de la memoria de reconocimiento y
demostrar que es independiente de la reactivacion y la reconsolidacién de la misma.

Estos resultados sugieren una disociacion molecular entre la evocacion y la reconsolidacion
y que la evocacion no es necesaria para que se inicie el proceso de reconsolidacion en el
modelo de memoria declarativa para ratas de reconocimiento de objetos y atenuacion de la

neofobia.
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