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1. RESUMEN

La consolidacion es un proceso mediante el cual la memoria de corto plazo se estabiliza en una
memoria de largo plazo; durante este proceso la memoria es labil y susceptible a deteriorarse, sin
embargo, existen manipulaciones que pueden favorecer su reforzamiento. En nuestro laboratorio, al
estudiar el condicionamiento aversivo al olor usando condiciones suboptimas de aprendizaje (lo
cual produce una memoria débil que no se consolida), se encontr6é que su evocacion de corto plazo,
facilita la consolidacion a largo plazo, sin que sea necesario parear los estimulos nuevamente como
se hace durante la adquisicion de este aprendizaje. En general, la evocacion de una memoria
asociativa por la reexposicion al estimulo condicionado puede generar dos procesos opuestos: la
reconsolidacion de la memoria o su extincion. Sin embargo, la facilitaciéon no coincide con ninguna
de estas opciones.

El fenomeno de facilitacion de la consolidacion por evocacion a corto plazo no se ha caracterizado
del todo, y se desconocen los sistemas de neurotransmision y estructuras cerebrales que podrian
estarlo regulando. El glutamato, neurotransmisor excitador mas abundante del sistema nervioso
central, es liberado por las terminales presinapticas activando diferentes tipos de receptores dentro
de los que destacan los NMDA, los cuales participan de manera fundamental en la plasticidad
sinaptica, y su activacion en distintas estructuras del cerebro, se ha relacionado con los mecanismos
celulares de la adquisicion y consolidacion de la memoria, por lo que podrian estar involucrados en
el fendomeno de facilitacion.

Por tanto, nos propusimos determinar la participacion de los receptores glutamatérgicos NMDA en
este fenomeno, utilizando la estimulacion olfativa retronasal que permite un mejor control del
estimulo condicionado. Para esto, se variaron las condiciones del estimulo condicionado e
incondicionado asi como el intervalo interestimulo con el objeto de generar un aprendizaje
suboptimo que pudiera ser facilitado por evocacion a corto plazo.

A pesar de las numerosas condiciones probadas utilizando la presentacion retronasal del olor, solo
con una (Acetato de isoamilo 5x10° % v/v y LiCl 0.5 % peso corporal) se logro reproducir el
fenomeno de facilitacion de la consolidacion. Esto contrasta con estudios previos usando la
presentacion ortonasal. Por otro lado, la administracion sistémica de MK-801 (antagonista de los
receptores NMDA) antes o inmediatamente después de la facilitacion, tuvo un efecto limitado, lo
cual podria indicar que el sistema glutamatérgico juega un papel secundario en el fenomeno de
facilitacion, abriendo la posibilidad de que otros sistemas de neurotransmision estén involucrados.

Resumen | 1
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2. ABSTRACT

Consolidation is a process whereby the short term memory is stabilized in a long term memory;
during this process the memory is labile and susceptible to deteriorate, however, there are
manipulations that can favor its strengthening. In our laboratory, studying aversive conditioning to
odor using suboptimal learning conditions (which produces a weak memory which is not
consolidated), it was found that its short term evocation, facilitates its consolidation into a long term
memory, without requiring to match it again the stimuli, as it is done during the acquisition of this
learning. In general, the evocation of an associative memory by reexposure to the conditioned
stimulus can generate two opposite processes: memory reconsolidation or extinction. However, the
facilitation does not coincide with any of these possibilities.

The phenomenon of facilitation of the consolidation by short term evocation has not been fully
characterized, and the neurotransmitter systems and cerebral structures that could be involved are
unknown. Glutamate, the most abundant exciter neurotransmitter in the central nervous system is
released by presynaptic terminals, activating different types of receptors within highlighting
NMDA, which are fundamentally involved in synaptic plasticity, and its activation in different
structures of the brain, has been related with the cellular mechanisms of memory acquisition and
consolidation, so they could be involved in the facilitation phenomenon.

Therefore, we proposed to determine the participation of NMDA glutamate receptors in this
phenomenon, using the retronasal olfactory stimulation that allows a better control of the
conditioned stimulus. For this, the conditioned and unconditioned stimulus and the interstimulus
interval was varied in order to generate a suboptimal learning that could be facilitated by short term
evocation.

Despite the numerous conditions tested using the retronasal odor presentation, only one (Isoamyl
acetate 5x10°% v/v and 0.5% LiCl body weight) produced the phenomenon of facilitation of the
consolidation. This contrasts with previous studies using the orthonasal presentation. On the other
hand, systemic administration of MK-801 (antagonist of NMDA receptors) before or immediately
after facilitation, had a limited effect, which might indicate that the glutamatergic system plays a
secondary role in the facilitation phenomenon, opening the possibility that other neurotransmitter
systems contribute to this process.

Abstract | 2
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3. INTRODUCCION

Durante el desarrollo y la vida de los animales, la interaccion entre sus genes y el medio modifican
su sistema nervioso ¢ influyen en su conducta. El aprendizaje y la memoria son los procesos mas
importantes a través de los cuales ocurre esto, y permiten que los animales recuerden y respondan
apropiadamente ante situaciones que han experimentado anteriormente (Squire, 1987; Jerusalinsky

etal., 1997; Bear et al., 2001; Kandell et al., 2001).

El aprendizaje es un proceso continuo que desencadena la formacion de la memoria (Davis, 2005);
consiste en la adquisicion y codificacion en el sistema nervioso de informacién nueva sobre el
medio externo e interno (Squire, 1986; Ambrogi et al., 1999; Aguado, 2001; Kandel et al., 2001;
Bouton y Moody, 2004), lo que en determinadas circunstancias produce modificaciones
conductuales transitorias o permanentes como consecuencia de la experiencia, y permite a los
organismos su adaptacion al ambiente (Ambrogi et al., 1999; Aguado, 2001; Davis, 2005; Carlson,
2000).

La memoria es el resultado del almacenamiento de la informacion en células del sistema nervioso
gracias a su plasticidad, y se define como los cambios estructurales y funcionales que codifican lo
aprendido (Squire, 1986; Woolf, 1998; Ambrogi et al., 1999; Davis, 2005). Se utilizan como

sinonimos los términos trazo, huella o engrama de memoria (Squire, 1986 y Woolf, 1998).

3.1 Temporalidad de la formacion de memoria

Usualmente se acepta que los procesos de formacion de la memoria siguen una secuencia lineal

(Sutherland y Lehmann, 2011), que pueden ser divididos en tres etapas (fig. 1):

1. Adquisicion de la informacion: corresponde a la transduccion sensorial de los estimulos y
su codificacion en una memoria de corto plazo (MCP) por el sistema nervioso (Woolf, 1998;
Salamon, 2002; Dux y Marois, 2009), solo aquellos estimulos que inducen una mayor atencion son
almacenados de esta manera (Woolf, 1998; Salamon, 2002). La MCP puede durar desde segundos

hasta unas cuantas horas (Cammarota et al., 2004).

2. Consolidacion sinaptica o molecular y almacenamiento de la memoria de largo plazo

(MLP): son una serie de eventos a nivel celular como la activacion genética para incrementar la
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sintesis de proteinas y de circuitos neuronales como el desarrollo de nuevas conexiones sinapticas,
que estabilizan el engrama y hacen que la MCP se transformé en MLP. La duracion de este proceso
varia de unas cuantas horas a unos pocos dias dependiendo del tipo de aprendizaje (Bailey et al.,
1996; Nader y Hardt, 2000; Salamon, 2002; Sutherland y Lehmann, 2011). Desde el punto de vista
de la neurobiologia celular, se considera suficiente un lapso de 24 h para que se forme una MLP
(Curtis et al., 2000; Dudai, 2002; Lamprecht y Ledoux, 2004). Una de las diferencias moleculares
mas importantes entre la MCP y la MLP es que esta ultima depende de la sintesis de proteinas
(Davis y Squire, 1984; Martin et al, 2000; Dudai y Eisenberg, 2004). Durante la consolidacion, la
memoria es susceptible de ser modificada por diversas intervenciones, de manera que su evocacion
puede verse deteriorada (Pedreira y Maldonado, 2003). Una vez que la MCP se consolida en una
MLP puede durar dias, meses, afnos o incluso el resto de la vida (Squire, 1986; Bailey et al., 1996;
Woolf, 1998; Ambrogi et al., 1999; Bear et al., 2001).

3. Evocacién o recuperacion de la memoria: corresponde a la reactivacion de la memoria que
yace latente segun sea requerida para guiar el comportamiento futuro (Woolf, 1998; Ambrogi et al.,
1999; Salamon, 2002 y Cammarota et al., 2004), depende de la correspondencia entre las
condiciones presentes durante el aprendizaje y las condiciones durante la evocacion, y es
interdependiente de la consolidacion (Summers et al., 2003; Bouton y Moody, 2004 y Cammarota
et al., 2004). Por otro lado, en el ambito de la investigacion, las modificaciones observables en la
conducta y en la fisiologia son las evidencias de que un sujeto ha aprendido; a partir de éstas se
infieren los cambios en el sistema nervioso que debieron ocurrir a consecuencia del aprendizaje y
por lo tanto, se utilizan como indicadores para medir la memoria (Ambrogi et al., 1999; Bouton y
Moody, 2004; Davis, 2005). Asi, debe quedar clara la diferencia entre la memoria: aquellos
cambios fisicos en el sistema nervioso como resultado del aprendizaje, y la ejecucion: la

manifestacion conductual de estos cambios (Bouton y Moody, 2004).

3.2 Aprendizajes alimenticios

Los aprendizajes alimenticios se consideran una forma de adaptacion al ambiente cambiante que se
encuentran presentes en todas las especies animales (Staddon, 1983; Batselll y Blankenship, 2002),
y participan en diversos aspectos de las conductas alimentarias como: identificacion de los

alimentos, forma de conseguirlos, seleccion de los mismos y la asociacion de sus propiedades
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Adquisicién Consolidacion Evocacion
Percepcion — — Expresion
sensorial conductual
Codificacion Estabilizacion L
—— ¥ " ¥ Reactivacion
asociacion almacenamiento

Figura 1. Procesos de formaciéon de la memoria. Inician con la adquisicion de informacion
novedosa por medio de los sentidos que puede dar origen a una MCP, si la informacion es
suficientemente relevante, esta MCP puede ser consolidada en una MLP. Finalmente la
memoria puede ser reactivada mediante la evocacion desencadenando una conducta
(Modificado de Ambrogui et al., 1999).

organolépticas con las consecuencias de su ingesta (Lorden et al., 1970; Revusky, 1971; Bures et
al., 1998). De acuerdo con Sclafani (1997) y Bures y cols. (1998) estas asociaciones se forman entre
estimulos externos mediados por aferencias gustativas, olfativas, visuales y somatosensoriales
(estimulo condicionado, EC) y el estado general del sujeto a partir de sefiales de las aferencias
viscerales, principalmente las que detectan las consecuencias de su ingestion (estimulo
incondicionado, EI). Dichas asociaciones pueden darse por consecuencias favorables o por efectos

adversos como el malestar gastrico y las intoxicaciones (fig. 2).

Aprendizaje Estado interno
del sujeto

Memoria ‘

o
Caracteristicas + ; Segura
organolépticas

Comportamiento

alimenticio

Aversiva

Figura 2. Formacién de memorias alimenticias. La asociacion de las caracteristicas
organolépticas de los alimentos con sus consecuencias postingestivas determina la formacién
de memorias seguras o aversivas que guiaran posteriormente el comportamiento alimenticio;

Si se forma una memoria segura se incrementara el consumo del alimento, en caso de una
asociacion aversiva se evitara consumirlo nuevamente. Este proceso se repite durante toda la
vida de un animal (Adaptado de Kyriazakis et al., 1999).
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Aunque las consecuencias de la ingestion de alimentos puede ser benéfica o perjudicial, en
investigacion se ha profundizado mas en las ultimas, estas han sido nombradas aprendizaje o
condicionamiento toxicofobico, y experimentalmente se utilizan creando asociaciones entre un
gusto —o sabor- (condicionamiento aversivo al sabor, CAS) o un olor (condicionamiento aversivo al
olor, CAO) con malestar visceral producido por alglin agente fisico o quimico, de los cuales, el mas
ampliamente utilizado es el LiCl (Welzl et al., 2001) (fig. 3).

a) d)

Figura 3. Protocolo experimental habitual del CAS y CAO. a) La rata ingiere una bebida con
un sabor u olor novedoso (estimulo condicionado), b) posteriormente se le inyecta por via
intraperitoneal LiCl (estimulo incondicionado), ¢) El LiCl genera malestar gastrointestinal en
el animal (respuesta incondicionada), d) la siguiente vez que se le ofrece la bebida con el sabor
u olor la rata evitara ingerirla (respuesta condicionada).

3.3 Gusto y tipos de presentacion de los olores

Naturalmente cuando un animal ingiere un alimento, la experiencia de su consumo se logra a través
de diferentes canales sensoriales, principalmente el olfato y el gusto. De estos, el olfato actua como
una doble modalidad, ya que permite a los organismos explorar la comida a través de vias externas
e internas (Rozin, 1982). Por ejemplo, cuando un animal se alimenta, inicialmente estd expuesto al
olor por una deteccion distal (ruta ortonasal), en la que los odorantes llegan a la mucosa olfativa a
través de las fosas nasales. Posteriormente, cuando introduce la comida a su boca, se activa una ruta
proximal a través de la nasofaringe (estimulacion retronasal); notese, que esta ultima via produce
necesariamente estimulacion ortonasal y retronasal' (fig. 4) (Murphy et al., 1977; Rozin, 1982;
Pierce y Halpern, 1996; Chapuis et al., 2007, Chapuis et al., 2009). Adicionalmente, se debe
considerar que los alimentos no solo tienen el componente olfativo, también presentan el gustativo,
por lo que cuando se degluten estos dos componentes (compuesto olor-gusto), son percibidos

simultaneamente como un sabor (Small y Prescott, 2005).

1 A pesar que de manera natural la estimulacion retronasal esta acompaifiada de estimulacién ortonasal, es decir, se
trata de estimulacion orto-retronasal, por cuestiones practicas, en adelante se obviara y la estimulacién orto-
retronasal solo se nombrari como retronasal.
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Ortonasal

Figura 4. Vias de presentacion de los olores. El epitelio olfativo (en verde) puede ser
estimulado por moléculas odorantes que llegan del exterior por las fosas nasales (presentacion
ortonasal) o desde la cavidad oral a través de la nasofaringe (presentacion retronasal), ambas

presentaciones constituyen experiencias sensoriales cualitativamente diferentes.

En el estudio del CAO la presentacion retronasal tiene ventajas experimentales sobre la ortonasal,
ya que con esta, es mas facil controlar la cantidad del olor que esta llegando al sujeto de prueba
porque el odorante se diluye en una concentracion preestablecida y facilmente modificable.
Mientras que con la presentacion ortonasal, se requiere de aparatos especiales y costosos conocidos
como olfatometros para regular de manera mas precisa este aspecto. Ademas, la presentacion

retronasal se acerca mas a lo que naturalmente ocurre durante la alimentacion.

3.4 El condicionamiento aversivo a los sabores

De los dos tipos de aprendizaje toxicofobico, el relativo al gusto fue el primero en describirse y ha
sido por mucho, el mas estudiado de los dos modelos, por lo que algunas de sus interpretaciones

han influido o se han extrapolado al conocimiento de las aversiones olfativas.

Los primeros antecedentes del estudio de la aversion condicionada alimenticia, fueron los trabajos
realizados en la mitad del siglo XX para el desarrollo de tecnologias para la eliminacion de roedores
(por ej. Chitty, 1954; Elton, 1954; Elton y Laurie, 1954; Freeman et al., 1954). Algunos de los
resultados obtenidos llevaron a Elton (1954) a pensar, que las ratas podrian estar siendo
condicionadas contra los cebos utilizados cuando consumian dosis subletales del veneno y

asociaban alguno de sus ingredientes con las consecuencias desagradables de su ingestion.
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Posteriormente, Rzoska interpretd este fenomeno como un aprendizaje asociativo que es dosis
dependiente, y encontrd que sigue presente después de 374 dias, por lo que se retiene por grandes

periodos de tiempo (Rzoska, 1954 a; Rzdska, 1954 b; Freeman y Riley, 2009).

Posteriormente John Garcia y otros investigadores reportaron que las ratas tienden a evitar un gusto
(sacarina) que ha sido asociado con la exposicion a radiacion gamma, la cual actia como EI, y que
el grado de aversion y su persistencia, son dependientes de la dosis de radiacion (Garcia et al.,
1955). Ademas, especularon que el motivo de esta asociacion aversiva se debe a que la radiacion
afecta la funcion gastrointestinal, idea que fue aceptada cuando Garcia y Kimeldorf (1960)
reportaron que la radiacidon produce una mayor aversion cuando es aplicada en la region abdominal

en comparacion con otras zonas.

En el tiempo en que se document6 la existencia del CAS, se aceptaba como dogma el “principio de
contigiiidad”. Este establecia que el intervalo entre el EC y el EI o de la conducta operante y su
reforzador, tenia que ser del orden de milisegundos a segundos para que el aprendizaje asociativo
ocurriera (Kimble, 1961). Sin embargo, los trabajos con el CAS demostraron que este aprendizaje
podia resistir intervalos interestimulo (IIE) muy largos, incluso 50 min (por ej. McLaurin y
Scarborought, 1963 y Garcia et al., 1966), lo que evidentemente contravenia el principio de
contigiiidad. Esta resistencia a los IIE grandes se ha interpretado desde hace mucho, como resultado
de presiones evolutivas por seleccion natural, que han favorecido notablemente el que los animales
aprendan asociaciones entre su estado interno, con el gusto y el olfato. Ademas, los efectos de la
ingesta de alimentos estan retrasados de manera natural, por lo que la asociacion efectiva gustativo-
visceral necesita IIE largos? (Garcia et al., 1964; Garcia et al., 1966; Garcia y Koelling, 1966;
Garcia y Ervin, 1968; Freeman y Riley, 2009).

A pesar de las interpretaciones evolutivas del CAS, durante mucho tiempo siguidé siendo
controvertido el que tuviera la capacidad de generar condicionamiento con IIE de varias horas,
inclusive si se hacia una sola adquisicion, por lo que se han propuesto varios modelos a lo largo del
tiempo para explicar tal efecto (para una revision ver Anexo I). Actualmente sigue sin ser explicada

la asombrosa particularidad que tiene el CAS de resistir grandes IIE.

2Algo importante de mencionar, es que cuando el IIE es suficientemente largo en el CAS, el gusto -el estimulo
propiamente- no esta presente durante la asociacion, entonces ;qué es lo que se asocia? En 1990 Bures y Buresova
propusieron que la asociacion entre el EC y el EI requiere el almacenamiento del EC en la MCP, por lo que esta
memoria podria entonces, ser asociada al EI y almacenarse en la MLP. Actualmente hay consenso de que esto es lo
que ocurre.
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3.5 El condicionamiento aversivo a los olores

En 1973 Hankins y cols. compararon el CAO ortonasal con el CAS variando el IIE (0, 10 y 30
min); encontraron que el olor aguantaba IIE de 0 y 10 min, en comparacion, el gusto producia una
mayor aversion aun con el IIE de 30 min, por lo que concluyeron que el sabor ejerce un control mas
fuerte y directo sobre la ingesta de los alimentos que el olor. Este resultado y los posteriores
experimentos donde se observd que el CAS resiste IIE de varias horas (2-4 horas, por ej. Palmerino
et al., 1980 y Ferry et al., 1996), mientras que con el CAO —ortonasal- no se puede obtener a menos
que el IIE sea menor de 15 min (Ferry et al, 1996), influyeron durante mucho tiempo las ideas e
interpretaciones que se hicieron del CAO, ya que se empez6 a afirmar, que los sabores son el
estimulo critico para la induccién de aversiones alimentarias, y que constituyen la sefal
fundamental para el sistema de defensa interno o visceral, regulando la participacion del olfato en la
alimentacion, por lo que el papel de los olores en la formacion de recuerdos hacia los alimentos
seria secundario, como el resto de los sistemas sensoriales externos (Garcia y Koelling, 1966;

Garcia et al., 1974; Garcia et al., 1985; Chapuis et al., 2007).

3.6 Potenciacién de la aversion al olor por el sabor

La idea de la preponderancia del sabor sobre el olor, fue reforzada por el descubrimiento del
fenomeno de “potenciacion de la aversion al olor por el sabor” (PAOS) por Rusiniak y cols. (1979).
Ellos encontraron que cuando la sacarina es mezclada con una solucion odorante que contiene
extracto de almendra (olor retronasal), la sacarina potencia el condicionamiento a la almendra -un
aflo después Palmerino y cols. (1980) encontraron este fendmeno con presentacion ortonasal del
olor-. Por tanto, la PAOS volveria los olores tan eficaces como los sabores en la sefializacion del
malestar (Garcia y Rusiniak, 1980). A pesar de estos reportes, varios de los primeros investigadores
que intentaron replicar este fendmeno fueron incapaces de hacerlo (por ej. Rosellini et al., 1981;
Bouton y Whiting, 1982; Mikulka et al., 1982; Ida, 1984), y por el contrario, algunos encontraron

que el sabor atenuaba o “ensombrecia” el CAO.

Posteriormente Bouton y cols. (1986), encontraron que el método utilizado en la presentacion del
olor, es importante en la determinacion de la potenciacion, ya que el olor ortonasal solo, produce
una aversion débil, y presentado junto con la sacarina se potencia, mientras que el olor retronasal
por si solo produce una aversion grande que es ensombrecida cuando se presenta junto con la

sacarina (si el olor retronasal se presenta en una baja concentracion no se presenta el
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ensombrecimiento). Ademas, pensaron que aunque la presentacion retronasal tiene cierta relevancia
como sefal para el envenenamiento, es incapaz de potenciar la aversion a un olor ortonasal, por lo
que los olores y sabores tienen propiedades cualitativamente diferentes y las sefiales condicionadas

débilmente son especialmente propensas a ser potenciadas en lugar de eclipsadas.

Una de las explicaciones para las diferencias entre el gusto y el olfato con grandes IIE, es que se
creia —en realidad se sigue haciendo- que a diferencia del gusto, la memoria del estimulo olfativo no
perdura lo suficiente como para asociarse con el EI (por ¢j. Ferry et al., 1999 y Ferry et al., 2007), y
por tanto, la PAOS y otros fendmenos, permitirian que la duracién de la memoria olfativa se
prolongue y pueda de esta manera, ser asociada con el EI. Sin embargo, es importante sehalar que
las pruebas que se hicieron variando el IIE con el olfato -y con el gusto-, se hicieron considerando
solamente la MLP, por lo que las interpretaciones de que los déficits en las memorias olfativas con
grandes IIE se deben a una falla en la asociacion entre los estimulos, no es del todo correcta como

veremos mas adelante.

3.7 Reconsideracion del condicionamiento aversivo al olor

Desde el afio de 1982 Rozin observo que el olfato es la tinica modalidad sensorial dual, ya que la
misma estimulacion olfativa, puede ser percibida y evaluada de dos maneras cualitativamente
diferentes dependiendo de si se hace referencia al mundo exterior (presentacion ortonasal), o a la
boca (presentacion retronasal). De hecho, la ilusion de que los olores retronasales son percibidos
como localizados en la boca es tan poderosa, que las personas rutinariamente confunden la
olfaccion retronasal con el gusto (Murphy et al., 1977 y Rozin, 1982). Por tanto, la afirmacion de
que un olor es una sefial menos eficaz para el malestar, podria ser la consecuencia de un sesgo
metodoldgico, ya que en muchos experimentos, el estimulo olfativo es colocado a unos centimetros
de la boquilla del bebedero (presentacion ortonasal), pero de esta manera no es un atributo
intrinseco de la solucién consumida, como lo serian el gusto y la presentacion retronasal del olor

(Chapuis et al., 2007).

En 1997 Slotnick y cols. reportaron que una solucion odorifera sin propiedades gustativas®
(presentacion retronasal) produjo CAO con un IIE de 4 h., por lo que el olor retronasal puede ser tan
eficaz como un sabor con IIE largos. Mas sorprendente aun, encontraron que cuando un sabor débil
(sacarina 0.006 %) con el que no se puede producir aversion, era acompafiado de un olor retronasal,

el olor era capaz de potenciar la aversion al sabor. Estos descubrimientos claramente desafian la
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idea de que el gusto es la sefial fundamental para el sistema interno y que dirige el papel del olfato

en la alimentacion (por ¢j. Garcia et al., 1985).

Otro estudio importante que desafié la idea de la importancia del sabor sobre el olor, fue el de
Chapuis y cols. (2007). Ellos hicieron una comparacion directa entre la presentacion
retronasal+ortonasal vs ortonasal y encontraron que al variar el IIE, la presentacion
retronasal+ortonasal soporta intervalos de hasta 120 minutos, comparado con los 5 minutos que
resistid la ortonasal. Estos resultados junto con los de Slotnick y cols (1997), confirman la
importancia de la ingestion del olor para el desarrollo de una aversion fuerte y estable que puede ser
tan eficaz como la del gusto, y parecen corroborar la idea de que las presentaciones retronasal y

ortonasal representan experiencias sensoriales cualitativamente distintas.

Después de que se establecid la importancia del olor en las aversiones alimenticias condicionadas,
particularmente su presentacion retronasal, se han realizado varios estudios para discernir las
diferencias entre sus dos tipos de presentacion, los cuales, han estado enfocados a cuestiones

neuroanatémicas.

3.8 Diferencias anatomicas entre la olfaccion ortonasal y retronasal

En el 2005 Small y cols. realizaron un estudio en humanos, encontraron que los olores retronasales
fueron percibidos como provenientes de la cavidad oral, mientras que los ortonasales como
procedentes de la punta de la nariz. Asi mismo, por medio de resonancia magnética funcional,
encontraron que la presentacion retronasal vs ortonasal produjo actividad preferente en la base del
surco central que corresponde a la regién somatosensorial de la cavidad oral. Ademas, la
presentacion ortonasal produjo mayor activacion diferencial en la insula dorsal, media y ventral
anterior, en los opérculos frontales bilaterales, el talamo, hipocampo derecho, corteza orbitofrontal
caudal, y en la region anterior de la amigdala y de la corteza piriforme derecha. Mientras que en la

via retronasal fue en la region cingulada posterior y perigenual, y en la corteza orbitofrontal medial.

3 La solucion utilizada fue acetato de amilo en solucion acuosa [0.01 % v/v], que no produce aversion en ratas
bulbectomizadas y entrenadas en un condicionamiento operante. Sin embargo, se debe considerar que no se ha
replicado este experimento y que la bulbectomia no parece ser la técnica mas adecuada para producir anosmia, ya
que da lugar a una serie de cambios endocrinos, neuroquimicos, inmunoldgicos y del comportamiento (Barge y
Edwards, 1976; Leonard y Tuite, 1981; Jancsar y Leonard, 1984; Lumia et al., 1987; Lumia et al., 1988; Lumia et
al., 1992).
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Posteriormente Chapuis y cols. (2009) reportaron que después del CAO en ratas, la actividad
oscilatoria en la banda de las frecuencias beta (15-40 Hz) se incrementd en los animales que
presentaron una clara aversion. Este aumento fue selectivo de ciertas regiones seglin la presentacion
del olor usado durante la adquisicion, por ejemplo, cuando el olor fue retronasal, la actividad se
amplio en las areas frontales correspondientes a las cortezas infralimbica e insular (zonas granular y
agranular). Segun estos autores, esto podrian explicar en parte el que con esta presentacion se logre
generar aversiones con IIE grandes. Interesantemente, cuando el olor perdi6 su propiedad como
sefal para los alimentos toxicos después de la extincion, la respuesta beta regreso a los valores de

precondicionamiento.

3.9 Reevaluacion de los intervalos interestimulos vy la olfaccion ortonasal

Tovar-Diaz y cols. (2011) investigaron si el olor ortonasal y el malestar visceral se pueden asociar
con IIE largos comparando las evocaciones a corto plazo (4h) con las de largo plazo (48h).
Encontraron que en las pruebas de corto plazo, los grupos con un IIE de 5, 15, 30 y 60 min
mostraron una clara aversion, dicho periodo es al menos tres veces mayor a lo considerado
anteriormente para la asociacion efectiva de la presentacion ortonasal del olor. En contraste, la
evaluacion de la MLP mostré que solo aquellos animales condicionados con un IIE de 5 y 15 min
presentaron una aversion fuerte y leve respectivamente, mientras que con intervalos mayores no
mostraron aversion. Los autores sugieren, que la ausencia de MLP cuando se usan IIE largos se
debe a una consolidacion deficiente, mas que a un problema de asociacion como se ha pensado, por
lo que su hallazgo exige una reconsideracion y reinterpretacion de la hipotesis estandar sobre la
fuerza de la huella de la memoria olfativa y su importancia relativa en el aprendizaje de la aversion

condicionada a los alimentos (Tovar-Diaz et al., 2011).

3.10 La facilitacion de la consolidacidn por la evocacidn a corto plazo

En nuestro laboratorio, Tovar-Diaz (2011) reporto un fenémeno que describié como “facilitacion
de la consolidacion por reactivacion de la MCP”, como su nombre lo indica, consiste en que una
memoria débil adquirida en condiciones suboptimas que no logra consolidarse, cuando es evocada a
corto plazo, se favorece su estabilizacion y permanencia como una MLP (esquematizacion del

fenomeno fig. 5).
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Figura 5. Fenomeno de facilitacion de la consolidacion por la reactivacién a corto plazo. A) En
condiciones 6ptimas de adquisicion cuando se evocan grupos independientes a corto o largo
plazo, la respuesta conductual que se obtiene es buena porque las etapas del aprendizaje
transcurrieron sin ninguna afectacion. B) Cuando las condiciones de adquisicion son
deficientes (por ej. por un EI débil), puede haber una buena evocacion a corto plazo, pero en
un grupo independiente una falta de evocacion a largo plazo, esto se debe a que la adquisicion
se vio perturbada y esto afecto la posterior consolidacion. C) Sin embargo, si el grupo que fue
evocado a corto plazo se vuelve a evocar a largo plazo, puede presentar ahora una buena
memoria porque la primera evocacion (la reactivacion) facilito la consolidacién.

Las condiciones de adquisicion para generar el aprendizaje débil que puede ser facilitado, pueden
ser producidas por la prolongacion del IIE e inclusive por la administracion previa de antagonistas
colinérgicos como la escopolamina y la pirenzepina (fig. 6). Ademas, Sanchez (2010) siguiendo la
misma linea de investigacion, realizd un estudio disefiado para evaluar la existencia de MCP
aversiva al olor ortonasal en otra forma de aprendizaje débil (disminuyendo el EI); Encontré el
mismo fendmeno y reportd que la facilitacion es dependiente del tiempo: mientras mas alejada se
realice la evocacion de corto plazo de la adquisicion, es proporcionalmente menor la MLP que se
obtiene (fig. 7). Este fenomeno de facilitacion de la consolidacion en todos estos casos, no se

explica como un evento de repeticion del aprendizaje, que seria la forma mas facil de explicarlo o
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interpretarlo, ya que el reentrenamiento en los aprendizajes asociativos incluye un nuevo
apareamiento de los estimulos originales (Tovar-Diaz, 2011), y en este caso solo se requiere
presentar el EC para evocar la MCP y obtener la facilitacion. Ademas, generalmente la evocacion
de una memoria asociativa como estas, puede generar dos procesos opuestos; reconsolidacion o
extincion del aprendizaje (Bouton y Moody, 2004; Dudai y Eisenberg, 2004; De la Fuente et al.,

2011), sin embargo, este fenomeno no coincide con ninguna de estas opciones (Tovar-Diaz, 2011).
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Figura 6. La evocacion de la MCP facilita la consolidacion de la MLP bajo condiciones de
aprendizaje débil producido por la administracién en el bulbo olfatorio de escopolamina [60
ug] previo a la adquisicion. Nétese que al grupo que se le administro el antagonista y se probé
a largo plazo no presenta aversion debido a una falla en la consolidacion, mientras que si un
grupo independiente en las mismas condiciones es evocado a corto plazo muestra una aversion
muy grande, y si este ultimo grupo vuelve a ser evocado a largo plazo, la aversion sigue
presente, ya que la primera evocacién facilité su consolidacién, X-EEM. ***p<0.001, en
comparacion con el grupo control 0 pg (Tovar-Diaz, 2011).
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Figura 7. La facilitacion de la consolidacion es dependiente del tiempo. Como se puede
observar, entre mas alejada se dé la primera evocacion de la adquisicion de un aprendizaje
suboptimo por LiCl bajo (barras oscuras), se presenta una mayor deficiencia en la memoria,
esta deficiencia disminuye la facilitacion de la consolidacion que se alcanzara en la siguiente
evocacion (barras claras). XxEEM. **%p<0.001, **p<0.01 en comparacion con el grupo
48 h (Sanchez, 2010).
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Con base en lo anterior, las caracteristicas generales del fendomeno de facilitacion de la

consolidacion por reactivacion de la MCP son:

% Solo se requiere la presentacion del EC en la evocacion de corto plazo para generar la

facilitacion.

¢ Las condiciones durante el aprendizaje deben ser tales, que se logre la asociacion de los
estimulos y se generen una buena MCP, pero una mala MLP debido a una falla en la

consolidacion.

s La facilitacion es dependiente del tiempo, entre mas alejada se dé la reactivacion del

condicionamiento, proporcionalmente es menor el grado de aprendizaje al evaluar la MLP.
A pesar de lo antes mencionado, la facilitacion de la consolidacion por la evocacion a corto plazo es
un fenémeno no documentado en la literatura especializada, y se desconocen los sistemas de

neurotransmision y el sustrato neurofuncional que participan en este.

3.11 Via olfativa

La via olfativa se pueden dividir en tres partes (Weismann et al., 2001):

(1) Las moléculas odorantes se unen a los receptores olfativos de las neuronas olfativas sensitivas
que se encuentran en el epitelio olfativo. A partir de ahi, los axones de estas neuronas (nervio
olfativo) llegan a los glomérulos del bulbo olfatorio donde hacen sinapsis con las células mitrales y
en penacho (Mori et al., 1999; Shepherd et al., 2004) (fig. 8). Desde un punto de vista evolutivo, el
bulbo olfatorio no es un ganglio sino parte del telencéfalo, siendo una de las estructuras mas
antiguas del cerebro; por consiguiente, se ha postulado que constituye la verdadera corteza olfativa
primaria (Cleland y Linster, 2003), lo cual contradice la literatura comun (Albrecht y Wiesmann,

2009).

(2) El tracto olfativo, formado por los axones de las células mitrales y en penacho, conecta el bulbo
olfatorio a las regiones olfativas secundarias que consisten en: el nucleo anterior olfativo, tubérculo
olfatorio, corteza piriforme, partes de la amigdala (corteza periamigdalina, niicleos corticales

anterior y posterior, nticleo del tracto olfativo lateral) y una pequefa parte anteriomedial de la
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corteza entorrinal. Desde el reconocimiento del bulbo olfatorio como una estructura cortical, estas

areas se denominan corteza olfativa secundaria (Cleland y Linster, 2003).

(3) Las regiones que se sabe reciben proyecciones de la corteza olfativa secundaria incluyen: la
corteza orbitofrontal, corteza insular agranular, subnicleos adicionales de la amigdala, hipotalamo
medial y lateral, tdlamo medial, ganglios basales y el hipocampo. Estas regiones se denominan

regiones olfativas terciarias (Albrecht y Wiesmann, 2009).

Olfactory ;
bub

/Olfactory
epithelium

Figura 8. Inervacion de los glomérulos del bulbo olfatorio por las neuronas olfativas sensitivas
del epitelio olfativo, y su sinapsis con las células mitrales. Notese que cada glomérulo es
inervado uinicamente por neuronas sensitivas con la misma proteina receptora olfativa

representada con un color distinto (Dulac y Torello, 2003).

3.12 Vias de integracion del condicionamiento aversivo al olor

Como se menciond, el sistema olfativo principal procesa el estimulo olfativo, a partir de la
transduccion sensorial en el epitelio olfativo de la cavidad nasal; las neuronas olfativas primarias
mandan sus axones a la capa glomerular del bulbo olfativo principal, donde hacen sinapsis con las
neuronas mitrales, que envian sus axones directamente al tubérculo olfativo, la corteza piriforme,
corteza entorrinal y la amigdala (Isaacson, 2010). Por otro lado, la informacion del malestar gastrico
inducido por LiCl es llevada por el nervio vago (par craneal X) al nucleo del tracto solitario y luego
al ntcleo parabraquial, el cual se conecta con la amigdala y otras estructuras (fig. 9). Debido a la

convergencia de informacion olfativa y visceral en la amigdala, algunos creen que es donde ocurre
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la asociacion (Ferry y Di Scala, 1997). En este sentido, se cree que el valor heddnico de la memoria
—acercamiento o evitacion- involucra a la amigdala (Wilson y Sullivan, 1994; Raineki et al., 2009).
Ademas, se han visualizado neuronas en el nucleo basolateral de la amigdala (BLA) que reciben
informacion convergente del EC y el EI durante la adquisicion del CAS (Barot et al., 2008).
También por medio de microdialisis in vivo se ha visto que la administracion de LiCl (EI) induce un
aumento dramatico en la liberacion de glutamato en la amigdala (Miranda et al., 2002). A pesar de
esto, hay quienes creen que la amigdala participa principalmente en la neofobia hacia el EC, mas
que en la asociacion de los estimulos (Reilly y Bornovalova, 2005), o que la amigdala desempefia
una funciéon moduladora en la formacion de la memoria, facilitando su almacenaje en otras
estructuras y no almacendndola propiamente (Wilson y Sullivan, 1994). Por lo tanto, existe la
posibilidad de que otras areas como el talamo ventroposteromedial o el hipotadlamo lateral sean las
encargadas —también- de la asociacion de los estimulos (Para una revision de los estudios
anatomicos del CAO ver Anexo II).
[ seiial olfativa (2° relevo)

M sefial offativa (23° relevo)

C. insular . Senfal visceral
C. orbitofrontal Talamo  Hipocampo k4

Bulbo olfatorio C. entorrinal

Area postrema

Nucleo olfatorio

anterior
Tubérculo
olfatorio

C. piriforme Amigdala

Hipotalamo Ntcleo Nucleo del tracto
parabraquial solitario

Figura 9. Vias de integracion de la informacion olfativa y del malestar visceral producido por
LiCl. Al estar expuestas a un olor, las neuronas sensitivas olfatorias activan sus sinapsis con
las células mitrales en el bulbo olfatorio (corteza olfativa primaria), en unas estructuras
conocidas como glomérulos. Las células mitrales inervan a las regiones olfativas secundarias,
que a su vez mandan proyecciones hacia las regiones olfativas terciarias. Por otro lado, la
informacion visceral es llevada por el nervio vago al nicleo del tracto solitario y
posteriormente al niicleo parabraquial, el cual se conecta con el tilamo, el hipotilamo y la
amigdala; es en esta ultima estructura donde se piensa que ocurre la asociacion entre estos
estimulos.

Introduccidédn | 17



Rios Carrillo J. E.|

3.13 Glutamato y memoria

El glutamato es el neurotransmisor excitador mas abundante del sistema nervioso central de los
mamiferos (Riedel et al., 2003). Es liberado en las terminales presinapticas y activa tres clases
principales de receptores ionotropicos, estos tienen una arquitectura similar pero se diferencian por
su farmacologia y la homologia de sus secuencias, estos son: N-metil-D—aspartato (NMDA), alfa-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato (AMPA) y kainato (McEntee y Crook, 1993; Riedel
et al., 2003; Chen y Wyllie, 2006). Ademas, el glutamato se une a una familia de receptores
metabotropicos acoplados a proteinas G llamados mGluRs (fig. 10). Mientras los receptores AMPA
son muy importantes para la transmision sindptica general per se, los receptores NMDA son
considerados receptores clasicos para el aprendizaje y la memoria (Riedel et al., 2003). Los
receptores NMDA generan una corriente catidnica con una cinética muy lenta, conducen Na"y Ky
son altamente permeables a iones Ca®" que es el segundo mensajero mas importante, en contraste,
los otros receptores ionotropicos de glutamato generalmente no permiten el flujo de este segundo
mensajero (Nusser, 2000; Cull-Candy et al., 2001; Kandell et al., 2001; Riedel et al., 2003; Chen y
Wyllie, 2006; Traynelis et al., 2010).

NMDA Receptor Non-NMDA Receptor mGlut Receptor
(NMDAR) AMPAR/KAR (mGluR)
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Figura 10. Tipos de receptores glutamatérgicos. Los receptores NMDA tienen sitio de union a
glutamato y a otra gran variedad de ligandos que regulan su funcién, forman canales
permeables a Na*, K"y CaZ". Dentro de los receptores no NMDA estan los de Kainato y
AMPA, estos interactiian inicamente con el glutamato y sus agonistas especificos, y son mas
permeables al Na* y K* que al Ca*". Los mGluRs son receptores a glutamato acoplados a
proteinas G y desencadenan cascadas de segundos mensajeros (Kritis et al., 2015).

Introduccion | 18



Rios Carrillo J. E.|

Se conocen al menos diez subunidades de los receptores NMDA: ocho GIuN1 (la a 4a y 1b a 4b),
cuatro GluN2 (A-D) y dos GluN3 (A y B) (K6hr, 2006; Traynelis et al., 2010; Paoletti, 2011). Estas
subunidades funcionan en ensambles heterotetraméricos, y dado su gran repertorio existen varias
combinaciones que dan lugar a una multitud de receptores NMDA distintos (Paoletti, 2011). Se
considera que los receptores NMDA funcionales, requieren el montaje de dos subunidades GluN1
(que proporcionan los sitios de union a la glicina), que pueden estar junto con dos subunidades
GluN2 (con sitios de union al glutamato) o con una combinacién de GluN2 y GluN3 (Schorge y
Colquhoun, 2003; Furukawa et al 2005; Ulbrich y Isacoff, 2008). Ademas, la subunidad GluN2
determinan segun su tipo, otras propiedades como: la sensibilidad al Zn**, H" y poliaminas,
probabilidad de apertura del canal, tiempo de desactivacion, conductancia e interacciones con
moléculas de sefializacion intracelular entro otras (Dingledine et al., 1999; Sheng y Kim, 2002;

Cull-Candy y Leszkiewicz, 2004; Paoletti, 2011).

Para la activacion de los receptores NMDA se requiere la union tanto del glutamato como de la
glicina como coagonista. Bajo el potencial de membrana en reposo, los iones Mg?" se unen al canal
bloqueando el flujo de cationes; se requiere una despolarizacion de la membrana para liberar el
Mg?** permitiendo el flujo de iones (Novak et al., 1994). Debido a esto, se dice que estos receptores
son detectores de coincidencia, ya que permiten el flujo de iones solo cuando son excitadas al
mismo tiempo la célula presinaptica y la postsinaptica (Kohr, 2006). Esta caracteristica es la que les
confiere propiedades para ser considerados los mas importantes inductores de plasticidad sinaptica,
ya que regulan cambios funcionales y morfologicos en la sinapsis, lo cual puede relacionarse con

los mecanismo celulares de la formacion y consolidacion de la memoria (Balderas et al., 2004).

Numerosas investigaciones han sugerido que los receptores NMDA juegan un papel en los procesos
de aprendizaje y memoria (McEntee y Crook, 1993). Muchas de estas investigaciones estan
relacionadas con su capacidad para inducir potenciacion a largo plazo (McEntee y Crook, 1993): un
fenomeno celular de plasticidad neuronal (Bliss y Lomo, 1973), que se ha propuesto como un
modelo electrofisiologico para el almacenamiento de la informacion (Morris et al., 1986). Por
ejemplo, en el hipocampo (Robinson y Reed, 1992) y en la amigdala (Liang et al., 1994) se requiere
la activacion de estos receptores para que la potenciacion se presente. Ademas, existe amplia
evidencia de que el MK-801 un antagonista no competitivo de los receptores NMDA afecta la
adquisicion y la memoria en una amplia gama de tareas de comportamiento como evitacion pasiva y

activa, aprendizaje espacial (Riedel et al., 2003) y aprendizaje asociativo (Hatfield y Gallagher,
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1995; Ferry y DiScala, 2000; Riedel et al., 2003) y dentro de este ultimo, se ha reportado que el
condicionamiento clasico o pavloviano requiere la activacion de los receptores NMDA en la
amigdala, la cual es clave en el aprendizaje del miedo (Lavond et al., 1993; Davis, 1994; LeDoux,
1994; Maren y Fanselow, 1996) y la modulacion de la memoria (McGaugh y Introini-Collison,

1987).

Sobre los aprendizajes toxicofobicos, los receptores NMDA se han asociado a la adquisicion y
consolidacion del CAS (Gutiérrez et al., 1999; Ferreira et al., 2002), y en lo concerniente al CAO,
se ha observado que varias regiones del cerebro relacionadas con la olfaccion, son especialmente
ricas en receptores NMDA, particularmente la corteza olfativa primaria, nucleo olfatorio anterior,
tubérculos olfatorios, bulbo olfatorio, ademas, en nucleos especificos de la amigdala y en el
hipocampo se encuentra una alta concentracion de estos receptores (Monaghan y Cotman, 1985).
En nuestro laboratorio se ha estudiado la participacion de los receptores NMDA en el CAO
ortonasal mediante administraciones sistémicas de MK-801, encontrandose que su administracion
previa a la adquisicion produjo amnesia, este efecto también se presenté cuando la administracion
se hizo inmediatamente después del EI, por lo que también participan en la consolidacion (Solis,
2003), esto mismo ocurre cuando este farmaco se administra directamente en el bulbo olfatorio
(Quiroz, 2006). Ademas, se ha reportado la participacion de los receptores NMDA utilizando la
PAOS, por ejemplo Robinson y cols. (1989) realizaron administraciones sistémicas de MK-801,
encontraron que su administracion 20 min antes del entrenamiento afecta el CAO potenciado
evaluado tres dias después, mientras que la aversion al sabor no se vio alterada. Como Ia
administracion sistémica de MK-801 deteriora la adquisicion de la PAOS y del laberinto acuatico
de Morris (aprendizaje espacial), y ambos dependen de la integridad del hipocampo, los autores de
este trabajo sugirieron que la administracion sistémica de MK-801 imita las lesiones en esta
estructura, sin embargo otros han interpretado los déficits encontrados por la administracion
sistémica de antagonistas a NMDA por sus efectos sobre la BLA (Willner et al., 1992) o sobre

regiones corticales (Traverso et al., 2003).

También se han realizado administraciones intraventriculares de APV (un antagonista competitivo
de los receptores NMDA), en las que se encontrd un déficit en el CAO potenciado pero no en el
CAS cuando la administracion fue 5 min antes de la adquisicion (Willner et al., 1992), ademas las
administraciones intracerebrales de este antagonista en la BLA antes de la adquisicion del TPOA,
producen el mismo efecto (Hatfield y Gallagher, 1995). Estos experimentos han sido replicados y

ampliados por Ferry y Di Scala (2000), quienes encontraron que la administracion de APV
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inmediatamente después de la presentacion del olor-sabor no afecta el CAO potenciado, lo que
sugiere que los receptores de NMDA en la BLA, estan involucrados en la formacion de la huella de
memoria olfativa potenciada por el sabor durante un intervalo de tiempo critico que cubre la
presentacion del EC, pero no se extiende después de que el EC ha sido procesado. En contraste con
esto, Traverso y cols. (2003) usando MK-801, encontraron que los receptores NMDA estan
involucrados en el procesamiento y consolidacion del EC, ya que la administracion inmediatamente

después de la primera exposicion a un gusto, abolid la inhibicion latente.

En conjunto, la gran cantidad de evidencias con las que se cuentan, ponen a los receptores NMDA
en el centro del proceso de aprendizaje, y a pesar de algunas discrepancias, de manera general se
observa amnesia cuando los receptores NMDA se bloquean durante el entrenamiento, lo que
claramente indica que tienen un papel crucial en la adquisicion de la memoria (Riedel et al., 2003),
mientras que otras evidencias muestran su participacion en la consolidacion (Ferreira et al., 2002).
En contraste, parecen tener poca importancia durante la evocacion (Martin et al., 2000; Ferreira et

al., 2002; Riedel et al., 2003).
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4. JUSTIFICACION

Se acepta cominmente que durante el proceso de consolidacion, la memoria es susceptible a
diversas manipulaciones que pueden deteriorarla, sin embargo, también existen manipulaciones o
condiciones que durante dicho proceso pueden favorecer su reforzamiento. El fenomeno de
facilitacion de la consolidacion por evocacion a corto plazo corresponde a esta Gltima situacion, ya
que bajo ciertas circunstancias permite que una memoria que no llegaria a ser consolidada lo
consiga. A pesar de esto, es un fenémeno poco estudiado, por lo que se desconocen los mecanismos
neurales que participan en él. En vista de que el sistema glutamatérgico es clave para el aprendizaje

y la consolidacion del CAO, analizaremos si este fendomeno depende de los receptores NMDA.
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5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las condiciones de adquisicion para generar la facilitacion de la consolidacion por

evocacion a corto plazo en la memoria olfativa retronasal y ver la contribucion de los receptores

NMDA en éste fendmeno.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

1) Determinar las condiciones del EC, El y el IIE para generar un aprendizaje suboptimo que

pueda ser facilitado por reactivacion, utilizando la presentacion retronasal.

2) Estudiar la participacion de los receptores NMDA mediante la administracion sistémica de

MK-801 antes y después de la reactivacion.

7. HIPOTESIS

1) La evocacion de corto plazo de una memoria olfativa retronasal generada bajo condiciones

suboptimas de adquisicion, facilita su consolidacion formando una memoria de largo plazo.

2) El bloqueo de los receptores NMDA inhibe la facilitacion de la consolidacion por evocacion de

corto plazo de la memoria olfativa retronasal.

Objetivos e hipdtesis | 23



Rios Carrillo J. E.|

8. METODOLOGIA

8.1 Dispositivo de experimentacion

Consiste en una caja de acrilico rectangular de 50x40x18.5 cm con una cama de aserrin. El liquido,
agua simple y/o solucion de acetato de isoamilo* (Al) se coloco en cuatro bebederos graduados con
capacidad de 10 ml c/u dispuestos cerca de cada una de las esquinas por medio de placas de

acrilico, encontrandose a una altura de 7 cm y separados de la pared trasera por 1.5 cm (fig. 11).
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Figura 11. Dispositivo de experimentacion. Consistio en una caja de acrilico transparente con
cuatro bebederos de 10 ml c/u cerca de las esquinas.

8.2 Sujetos experimentales

Ratas Wistar macho de 200 a 250 g mantenidas en condiciones estandar con un ciclo de luz y
oscuridad de 12h (luz de 8 am a 8 pm) con alimento ad libitum y con agua racionada mientras
duraba el experimento. El nimero de animales vario dependiendo del experimento, por lo que se

especificara posteriormente.

4 Slotnick y cols. (1997) reportaron que esta solucién a una concentracién de 0.01 % (v/v) no presenta componente
gustativo.
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8.3 Protocolo experimental

Se utilizaron ratas privadas de agua 24 h antes del experimento en una habitacion separada del
bioterio (dia 0). Cada experimento tenia una duracion de 5 dias y consistieron en varias etapas que
iniciaban con la habituacion: durante los dos primeros dias se colocaba a las ratas en la caja de
experimentacion por 10 min, tiempo en el que podian consumir agua de los bebederos (10
ml/bebedero). Al dia siguiente (dia 3) se realizaba la adquisicion, que tenia una duracioén de cinco
minutos; en esta se expuso a las ratas a un olor retronasal al beber 4 ml (1 ml/bebedero) de una
solucion de Al cuya concentracion variaba segun el experimento (generalmente fueron menores a
5x1073, concentracién menor a la que se considera tiene solo componente olfativo). Si no se variaba
el IIE, inmediatamente después se les administr6 LiCl 0.15M intraperitoneal como inductor de
malestar visceral (la cantidad vario segun el experimento; como referencia una cantidad igual en ml
al 2 % del peso corporal se considera un EI 6ptimo). Cuatro horas después de la adquisicion, se
realiz6 una evocacién/reactivacion de la MCP en los grupos en los que se queria facilitar la
memoria (suponemos que se trata de una memoria de corto plazo o plazo intermedio); durante ésta,
se puso a beber a las ratas en la caja de prueba donde dos bebederos en esquinas opuestas contenian
la solucioén de Al y los otros dos bebederos contenian agua simple (10 ml/ bebedero), esta prueba
tuvo una duracion de 10 min. Durante el cuarto dia (recuperacion) se les permitid beber agua como
en los dos primeros dias del protocolo. Finalmente, el quinto dia se realizo la prueba de evocacion
de la MLP (48 h después de la adquisicion), ésta fue similar a la evocacion de la MCP del dia tres

pero con la posicion de los bebederos invertida (fig. 12).

Como se menciono en los objetivos, se realizaron algunos experimentos con la administracion
sistémica (intraperitoneal) de MK-801 (un antagonista no competitivo de los receptores a NMDA)
antes o después de la evocacion a corto plazo -la reactivacion- (para una descripcion breve del
farmaco ver Anexo III). El momento de la administracion de este antagonista y las concentraciones

utilizadas se especificaran mas adelante.

Metodologia | 25



Rios Carrillo J. E.|

Privacion agua

Habituacion

Recuperacion

Figura 12. Protocolo experimental del CAO utilizado en este trabajo. En el dia 0 las ratas
fueron privadas de agua, en los dias 1 y 2 se habituaron a la caja de experimentacion y a los
bebederos. En el dia 3 se realiz6 la adquisiciéon con AI como EC seguido de una inyeccion de
LiCl como EI, los grupos que se iban a facilitar se evocaron 4 h después de la adquisicion ese

mismo dia. El dia 4 se dejo recuperar a los animales, y finalmente el dia 5 se hizo la evocacion
de largo plazo de los grupos control y facilitados.
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8.4 Obtencioén y andlisis de los datos

Todos los dias se registro el peso de los animales y el liquido consumido, con los consumos
obtenidos durante las evocaciones se calculd el indice de preferencia (IP) para cada sujeto
experimental, el cual consiste en el porcentaje del consumo de la solucion de Al (EC) con respecto
al total de liquido que consumid durante la prueba. El IP tiene valores de 0 a 100 y se usa como
indicador de la memoria aversiva; los valores cercanos a cero reflejan que consumi6 una nula o
pequefia cantidad del EC y se consideran como buena memoria, mientras que valores cercanos a 50

indican un consumo similar de ambas soluciones lo que indica falta de memoria aversiva.

Los analisis estadisticos y las graficas fueron realizados con el paquete estadistico Graphpad Prism
6®. Cuando se compararon dos grupos, se realiz una prueba de t no pareada de dos colas, mientras
que cuando eran mas grupos fue un andlisis de varianza (ANOVA) de una o dos vias, seguido de la
prueba post hoc de Bonferroni multiple o comparando contra un grupo control, se considerd
significativa una a < 0.05. Los datos reportados son las medias + error estandar de la media de los
IP de cada uno de los grupos. El numero de animales utilizados se especifica en los pies de figuras
de las graficas cuando son iguales, o arriba de cada barra cuando son distintos. Asi mismo, arriba de
cada grafica de resultados se muestra un esquema del protocolo utilizado para ese experimento

(ejem. fig. 13).

Tiempo evocaciones

HE posterior a la adquisicion
ih 48h Grupos para
EC El 48h cada condicion
(sl m I
5x106 2% 5x10-6 5x10-6

Concentracion(es) El Concentracién EC

Concentracion EC -
durante evocaciones

durante condicionamiento

Figura 13. Ejemplo del esquema de un protocolo experimental con la diferente informacién
que contiene.
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9. RESULTADOS

9.1 Efecto del condicionamiento aversivo al olor sobre la preferencia al acetato de isoamilo por via

retronasal

Se expuso a dos grupos de ratas a una solucion de AI [5x107], que fue seguida en uno de los grupos
(grupo condicionado) de la inyeccion de LiCl ip. (0.15 M 2 % peso corporal), al segundo grupo no

se le administr6 (grupo no condicionado).

Como se puede observar en la grafica 1, el grupo no condicionado al que después de la presentacion
de la solucion de Al [5x107%] no se le administré LiCl, presenta un IP cercano a 50 ya que los
consumos de agua simple y agua odorizada fueron muy parecidos, por lo que no existe preferencia
0 aversion innata a la concentracion utilizada, esto hace al Al un buen EC. Por el contrario, el grupo
condicionado aversivamente (con LiCl ip. 0.15 M 2 % peso corporal) disminuyé el consumo de
liquido odorizado, esto se refleja con un IP bajo (<10) que indica un aprendizaje Optimo (se

encontraron diferencias significativas entre los grupos p<0.05).

Se debe hacer notar que la concentracion utilizada del EC en esta prueba fue equivalente a 0.05
veces la utilizada en otros trabajos y que se ha reportado no presenta componente gustativo

(Slotnick et al., 1997).

EC _El 48h
WEED | -
5x10% 0% 5x10-3
2%
*

60 - I

Grafica 1. Efecto del condicionamiento
aversivo sobre la preferencia al olor
retronasal de AI [5x10° %]. El grupo no
condicionado presenta un IP cercano a 50
lo que indica la falta de memoria
aversiva, mientras que el grupo
condicionado presenta un IP muy bajo
que refleja una gran aversién. XxEEM.

*p<0.05 (n=6).

IP (%)
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9.2 Ensayos de extincion de la aversion al acetato de isoamilo retronasal mediante evocaciones con
opcién

En las condiciones de la prueba anterior, se evaluo la resistencia del CAO al Al retronasal mediante
evocaciones consecutivas con opcion durante 15 dias, estas evocaciones pueden ser consideradas
como ensayos de extincion (el consumo del Al no fue forzado). Como se puede ver en la grafica 2,
las numerosas evocaciones no afectaron la aversion al Al, ya que sigue siendo idéntica aun después

de 15 ensayos, por lo que la olfaccién retronasal en las condiciones utilizadas no extingue

espontaneamente.
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Grafica 2. Ensayos consecutivos de extincion/evocacion con opcion del CAO retronasal a Al
[5x10 %]. Como se puede ver, la aversion hacia el Al retronasal se mantiene aun después de
15 evocaciones. XEEM, sin diferencias significativas (n=5).

9.3 Umbral olfativo para el acetato de isoamilo por via retronasal

Para evaluar el umbral olfativo mediante la evocaciéon de una memoria aversiva, se condiciond
“Optimamente” a un grupo de ratas en las mismas condiciones que en los dos experimentos previos.
Estas fueron probadas en dias consecutivos con cinco concentraciones decrecientes de Al y en el
sexto dia se volvio a evocar con la concentracion mas alta (la del dia uno) para comprobar que no

hubo extincion del aprendizaje durante las evocaciones.

Se encontré un efecto dependiendo de la concentracion de Al, disminuyendo el reconocimiento de
este odorante y por tanto aumentando el IP mientras menor fue la concentracion del odorante
utilizado durante la evocacion. Las concentraciones a las que se encontré un mejor reconocimiento

(IP<10) fueron las de 5x10”° y 5x10°¢ (diferencias significativas con las dos concentraciones mas
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altas p<0.05). Ademas, en la sexta evocacion (cuadrado negro), se comprobo6 que el decremento de
la respuesta no se debid a la extincion del aprendizaje, ya que no se encontraron diferencias

significativas con la evocacion del primer dia (grafica 3).

48h +24h +24h +24h
EC El
o7 o7 e
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Grafica 3. Preferencias obtenidas al evocar con concentraciones decrecientes de Al por via
retronasal; en negro la evocacion del ultimo dia. Se observa una respuesta directamente
proporcional a la concentracion del Al; entre menor es esta, menor reconocimiento y por
tanto menor IP. El eje x esta en escala logaritmica ya que las concentraciones probadas

cubren una amplia gama de valores. X-EEM. *p<0.05 (n=10).

9.4 Variacion de los parametros de adquisicion con olfaccidn retronasal para encontrar las mejores
condiciones en que se presenta el fendmeno de facilitacion de la consolidacidon

9.4.1 Estimulos condicionado e incondicionado:

Se variaron las concentraciones del Al (EC) y el LiCl (EI) para encontrar las mejores condiciones
en las que se presenta el fendmeno de facilitacion de la consolidacion. Para las variaciones del EC
se usaron concentraciones de Al comprendidas entre 5x10¢y 1x10* durante la adquisicion y las
evocaciones; estas concentraciones incluyen aquellas con las que se obtuvo una mejor evocacion en
el experimento anterior. En cuanto a la variacion del EI se probaron dosis de LiCI (0.15 M) del 2 al
0.125 % del peso corporal dependiendo de la concentracion de Al utilizada. Por otro lado, algunas

evocaciones a largo o corto plazo no fueron realizadas porque a partir de las evocaciones hechas se
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podia inferir que no se encontraria el fenéomeno buscado, ya sea porque la MLP era buena y por
tanto no se podria facilitar de una manera obvia, o porque la MCP era muy mala y por tanto la

reactivacion no seria suficiente para facilitar su consolidacion a largo plazo.

Como se ve en la grafica 4, con la menor concentracion de Al utilizada de 5x107, tanto con 0.5y 1
% de LiCl no se encontrd buena memoria en las evocaciones de largo plazo, ni en las de corto, por
lo que la memoria a pesar de esta reactivacion de corto plazo no pudo ser facilitada. En contraste el
grupo condicionado con 2 % de LiCl y evocado a largo plazo mostré6 buena memoria. Por lo
anterior decidimos incrementar el Al a 1x10°. Se realizaron evocaciones a corto plazo -la
reactivacion-, pero estas y las posteriores evocaciones a largo plazo siguieron siendo deficientes,

por lo que no se realizaron los grupos evocados solo a largo plazo con estos pardmetros (grafica 5).
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Grifica 4. indices de preferencia obtenidos con una concentracion de AI de 5x10° % y una
concentracion variable de LiCl a las 48 h (MLP), 4 h (MCP) y este ultimo grupo evocado
nuevamente a las 48 h. Con ninguna de las condiciones se presenté el fendmeno de facilitaciéon.
X+EEM, sin diferencias significativas.
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Grifica 5. indices de preferencia obtenidos con una concentracion de AI de 1x10° % y una
concentracion variable de LiCl a las 48 h (MLP), 4 h (MCP) y este ultimo grupo evocado
nuevamente a las 48 h. Con ninguna de las condiciones se presento el fendmeno de facilitacion.
X+EEM, sin diferencias significativas (n=6).

Cuando se utilizo Al en una concentracion de 5x10°y 1 % de LiCl se obtuvo una MLP muy buena
por lo que ésta no se facilitd. Ademas, cuando se disminuy¢ la concentracion de LiCl a 0.5 % se
encontrd mala MLP, sin embargo, hubo buena MCP en un grupo independiente y este mismo grupo
reactivado siguidé presentando buena MLP 48h después del condicionamiento, obteniéndose
diferencias significativas con el grupo sin reactivar (p<0.05), por lo que con estas condiciones se

encontro la facilitacion de la consolidacion por evocacion a corto plazo (grafica 6).
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Grifica 6. indices de preferencia obtenidos con una concentracién de Al de 5x10°° % y una
concentracion variable de LiCl a las 48 h (MLP), 4 h (MCP) y este tltimo grupo evocado
nuevamente a las 48 h. Con la condicién de LiCl 0.5 % se presenté el fenomeno de facilitacion

de la consolidacién. X+EEM. *p<0.05.

Finalmente se incremento la concentracién de Al a 1x10*, para ver si con estas condiciones
también era posible encontrar el fendmeno de facilitacion. Como esta concentracion fue la mayor de
las ensayadas y se encontrd buena MLP con 0.5 % de LiCl, se redujo la cantidad de LiCl a 0.25 y
0.125 %. Con la primera concentracion se encontré una MLP relativamente buena que dificilmente
seria facilitada, por lo que no se hicieron los demas grupos. Con la concentracion de 0.125 % de

LiCl no se encontr¢ el fendmeno de facilitacion porque no hubo MLP ni MCP (grafica 7).
En resumen, de todas las condiciones estudiadas variando el EC y el EI, solo en la que el EC fue Al
5x10” por via retronasal, con 0.5 % de LiCl como EI se presentd el fendmeno buscado; la

facilitacion de la consolidacion por evocacion a corto plazo.
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Grifica 7. indices de preferencia obtenidos con una concentracion de AI de 1x10™ % y una
concentracion variable de LiCl a las 48 h (MLP), 4 h (MCP) y este ultimo grupo evocado
nuevamente a las 48 h. Con ninguna de las condiciones se presenté el fenémeno de facilitacion.
X+EEM, sin diferencias significativas (n=6).

9.4.2 Intervalo interestimulo:

Como se ha mencionado antes, ademas de disminuir el EC y el EI, otra forma de generar un
aprendizaje deficiente a largo plazo es aumentando el tiempo entre estos estimulos, por lo que se
probaron en grupos independientes IIE crecientes de 60, 80, 90 y 120 min, utilizando AT al 5x107° %
por via retronasal (esta concentracion es equivalente a 0.05 veces lo usado previamente en otros
estudios) y LiCl al 2 %. Dichos estimulos con un IIE <5 min durante la adquisicion genera un

aprendizaje “optimo” cuando es evocado a largo plazo (ver grafica 6).
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Como se puede observar en la grafica 8, al variar el IIE no se encontro el efecto de facilitacion de la
consolidacion, ya que no hubo diferencias significativas entre las diferentes evocaciones de cada
uno de los IIE (p>0.05). Sin embargo, como se puede ver en los intervalos evaluados, se obtuvo un
comportamiento tiempo-respuesta, en el que el aprendizaje disminuye conforme se separan mas el
EC del EI, tanto en las evocaciones de largo plazo como en las de corto. Ademas, es notable que la

presentacion retronasal soporte IIE tan largos como 80 min con una MLP relativamente buena

(IP=24.9).
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Grifica 8. indices de preferencia obtenidos con una concentracion de Al de 5x10”° % y una
concentracion de LiCl de 2 % peso corporal variando el IIE, y evocando a las 48 h (MLP), 4 h
(MCP) y este tltimo grupo evocado nuevamente a las 48 h. Aunque con ninguna de las
condiciones se presento el fendmeno de facilitacion, se observa que el IP es directamente

proporcional al IIE. X+xEEM. *p<0.05.
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9.5 Efecto de la administracion intraperitoneal de MK-801

Para ver la participacion del sistema glutamatérgico en la facilitacion de la consolidacion por
evocacion a corto plazo, se bloquearon los receptores NMDA con el antagonista no competitivo
MK-801 administrado de manera intraperitoneal. Se utiliz6 la Unica condicion de aprendizaje en la
que en los experimentos previos se encontr6 el fendmeno de facilitacion: Al [5x107°] y LiCl 0.5 %

(v/v) del peso corporal (grafica 6, grupo Ctrl en las graficas 9 y 10).

Se probaron dos concentraciones de MK-801: 0.1 y 0.2 mg/kg, administradas antes de la evocacion
a corto plazo (la reactivacion) e inmediatamente después de ésta. Se debe indicar que
concentraciones mayores o iguales a 0.1 mg/kg producen amnesia cuando son administradas antes o
inmediatamente después de la adquisicion del CAO ortonasal (Soélis, 2003). Con la concentracion
de 0.1 mg/kg se probaron dos tiempos de administracion previos a la reactivacion (15 y 30 min), sin
embargo, como no se observaron diferencias significativas entre estos intervalos (p>0.05) se

juntaron los datos en un solo grupo y se decidi6 usar el de 30 min para la dosis mayor de 0.2 mg/kg.
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Grafica 9. Efecto del MK-801 0.1 mg/kg ip. sobre la facilitacion de la consolidacion. Se les
administro el antagonista antes de la evocacion a corto plazo o inmediatamente después de
esta, como se puede observar no tuvo efecto el antagonista sobre la facilitacion de la

consolidaciéon. XxEEM. *p<0.05.
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Como se puede ver en la grafica 9, la administracion de MK-801 antes de la evocacion a corto plazo
no produjo ningln efecto sobre la misma, sin embargo, provoco un ligero déficit en la facilitacion,
ya que en la posterior evocacion a largo plazo tuvo un IP mas elevado que el control y no presentd
diferencias con el control a largo plazo (p>0.05). Un efecto semejante se encontr6 en la MLP

cuando la administracion fue hecha inmediatamente después de la evocacion de corto plazo.

Al incrementar la dosis de MK-801 a 0.2 mg/kg se encontrd que su administracion 30 min antes de
la evocacion, impidié que la conducta se ejecutara debido a la gran cantidad de problemas motores
y/o desorientacion que presentaban las ratas (marcado en la grafica con un circulo negro). A pesar
de esto, la evocacion a largo plazo fue buena aunque no presentd diferencias estadisticas con el
grupo control a largo plazo. En cuanto al grupo administrado inmediatamente después de la
evocacion, sorprendentemente esta dosis no afect6 la facilitacion de la consolidacién como lo hizo
un poco la dosis menor de MK-801 de 0.1 mg/kg, sino que ademas presentd un [P muy bajo (grafica

10).
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Grafica 10. Efecto del MK-801 0.2 mg/kg ip. sobre la facilitacion de la consolidacion. Se les
administro antes de la evocacion a corto plazo e inmediatamente después de esta, el punto

indica que el grupo no pudo evocar por problemas motores. X+EEM. *p<0.05.
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En resumen, las dos concentraciones utilizadas de MK-801 parecen tener un efecto limitado en el

fendomeno de facilitacion de la consolidacion por evocacion a corto plazo.

9.6 MK-801 intraperitoneal como estimulo incondicionado

Como se encontré un efecto muy limitado de la administracion de MK-801 sobre la facilitacion de
la consolidaciéon y en una de las dos concentraciones lo opuesto a lo esperado, se decidid probar si
esto se debid porque el MK-801 estuviera actuando como EI. Por lo que se administr6é en las dosis
utilizadas en los experimentos anteriores (0.1 y 0.2 mg/kg) inmediatamente después del EC sin la

utilizacion de LiCl.

Como se puede observar en la grafica 11 ninguna de las dosis produjo aversion cuando fue evaluada
la memoria a corto o largo plazo con y sin reactivacion, por lo que el MK-801 no actia como EI en

estas concentraciones.
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Grafica 11. Efecto del MK-801 utilizado como EI en dosis de 0.1 y 0.2 mg/kg. El IP cercano a
50 indica que las dosis utilizadas no funcionan como EI. X+EEM, sin diferencias significativas
(n=6).
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9.7 MK-801 como agente amnésico durante la consolidacion

Otra opcién para el pequefio efecto encontrado -o el efecto contrario con la dosis mayor-, es que el
MK-801 no estuviera teniendo efectos amnésicos afectando la consolidacién como previamente se
ha reportado para el CAO con presentacion ortonasal, por lo que se probaron las dosis utilizadas
inmediatamente después de la administracion del EI. No se encontr6 efecto sobre la consolidacion
del CAO retronasal (grafica 12), esto podria explicarse por las diferencias que esta via de
administracion tiene con la ortonasal y que hace que se parezca mas al gusto, ya que el MK-801

intraperitoneal no impide la consolidacion del CAS (Sélis, 2003).
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Grafica 12. Efecto de la administracion de MK-801 ip. sobre la consolidacion del CAO
retronasal. El antagonista no produce efectos amnésicos al ser administrado inmediatamente
después de la adquisicién. X+EEM, sin diferencias significativas (n=11).
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10. DISCUSION

Tres son los aspectos mas relevantes de los resultados del presente estudio:

a)

b)

Es posible generar un CAO retronasal con una concentracion de Al de 5x107 %,
equivalente a 0.005 veces a lo reportado previamente, el cual resiste IIE tan
prolongados como 80 min con solo una adquisicion cuando se prueba la MLP (IP=24.9,
grafica 7). Esto concuerda con otros reportes que muestran que la presentacion

retronasal tolera IIE mucho mads largos que la presentacion ortonasal.

El fendmeno de facilitacion de la consolidacion de la MLP por evocacion a corto plazo
resulto dificil de reproducir en nuestras condiciones experimentales, a diferencia de los
trabajos previos realizados en el laboratorio en los que se replicod facilmente (Sanchez,
2010 y Tovar 2011). Asi, de las 16 condiciones ensayadas variando el EC, EI o el IIE,
solo en una (AI [5x10°] y LiCl 0.5 %, grafica 6) pudimos encontrar este efecto: por
ejemplo, algunas condiciones generaban un aprendizaje tan bueno que no podia
mejorarse, o por el contrario, el aprendizaje era tan deficiente por la falta de asociacion
de los estimulos, que a pesar de que se hiciera la evocacion a corto plazo, la
consolidacion no podia facilitarse. Como hemos sefialado, la condiciéon fundamental
para poder observar la facilitacion, es aquella en la que se observa una buena

MCP, pero una MLP deficiente.

Aunque hubo diferencias menores en los protocolos utilizados previamente con el
nuestro que podrian explicar lo anterior, entre ellas el nimero de bebederos 4 en lugar
de 2, la cantidad de agua consumida durante la adquisicion, que en su caso fue ad
libitum y en el nuestro < 4 ml, la duracion de la sesion de adquisicion de 10 a 5 minutos
y el odorante Al en lugar de almendra, la diferencia que parece ser determinante como
se discutirda mas adelante, es la forma de presentacion del odorante: retronasal en lugar

de ortonasal.

El efecto limitrofe que produce el bloqueo sistémico de los receptores a NMDA por

MK-801 en la facilitacion de la consolidacion por evocacion a corto plazo.

Discusion | 40



Rios Carrillo J. E.|

Aunque no parecieran estar muy ligados los dos primeros puntos: la resistencia de la presentacion
retronasal a los IIE largos y la dificultad de encontrar el fenomeno de facilitacion con esta misma
presentacion, los resultados de este trabajo asi lo demuestran. Para ver la relacion mas claramente es
necesario comparar los resultados del presente trabajo con estudios previos de “facilitacion de la

consolidacion” realizados en nuestro laboratorio.
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Grafica 13. indice de preferencia de las evocaciones de corto y largo plazo con y sin
reactivacion en animales condicionados con estimulacion olfativa ortonasal y variando el
estimulo incondicionado. Con las dos condiciones bajas de LiCl (0.5y 1 %) se presento el

fenémeno de facilitacion. X, *p<0.05 en comparacién con los grupos reactivados (Datos
obtenidos del trabajo de Sanchez 2010).

La primera comparacion sera entre los resultados de Sanchez (2010) quien usé presentacion
ortonasal variando la concentracion del EI (grafica 13) y los de este trabajo con presentacion
retronasal variando igualmente el EI; se consideraran unicamente las condiciones del EC donde se
encontro la “facilitacion” (grafica 14). Lo primero que debe notarse, es que Sanchez usando una
presentacion ortonasal y una concentracion baja de LiCl (0.5 y 1 %) encontrdé una buena MCP
(linea roja clara), lo cual demuestra que hubo una buena asociacion de los estimulos; a pesar de esto
no encontré MLP (linea roja oscura), por lo que concluyd que sus condiciones provocan una
deficiencia importante en la consolidacion. En contraste, los resultados del presente trabajo con
presentacion retronasal muestran que las diferencias son menores: una buena asociacion de los
estimulos revelada por buena MCP (linea azul clara) -como en el caso anterior-, pero a diferencia
del estudio referido, la MLP no es tan deficiente (linea azul oscura). Ademas, en los resultados de
Sanchez, la MCP (linea clara) es muy parecida a la MLP facilitada (linea gris); esto mismo sucede
con la presentacion retronasal, sin embargo, como las condiciones con estimulacion ortonasal

resultan en una mala MLP, en esta presentacion se encontr6 el fendmeno de facilitacion para ambas
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condiciones de LiCl bajo (0.5 y 1 %; ver asteriscos grafica 13), mientras que en nuestro trabajo con
presentacion retronasal, solo una de estas condiciones alcanzo diferencias significativas (ver
asterisco grafica 14).

Retronasal

LiCl (3 peso corporal)
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Grifica 14. Indice de preferencia de las evocaciones de corto y largo plazo con y sin
reactivacion condicionados con estimulacion olfativa retronasal y variando el estimulo
incondicionado. Solo con una condicion se presenté el fenémeno de facilitaciéon (0.5 %). X,
*p<0.05 en comparacion con los grupos reactivados.

Al comparar entre si los datos obtenidos en ambos trabajos (grafica 15), es evidente que la MCP
obtenida con ambas presentaciones es muy similar (lineas claras), sin embargo, hay diferencias
sustanciales en la MLP (lineas oscuras), que se deben a que hubo una deficiencia de la

consolidacion mas importante en la presentacion ortonasal que con la retronasal.

Retronasal Ortonasal
——MLF —@—MCP —@—MLPF —@—NMCP

-‘.:-
L R
ap %

[=]

LiCl (% peso corporal)

Grifica 15. Indices de preferencia obtenidos en las evocaciones de corto y largo plazo
condicionados con estimulacion olfativa ortonasal y retronasal variando el estimulo
incondicionado. Las diferencias de la MCP con respecto a la MLP son mayores en la via
ortonasal que en la retronasal. X (Datos ortonasales obtenidos del trabajo de Sanchez 2010).
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Al comparar los datos obtenidos por Tovar (2011) usando presentacion ortonasal (grafica 16), con
los obtenidos en este trabajo con presentacion retronasal (grafica 17), lo primero que se puede notar
es que con presentacion ortonasal hay diferencias notables entre la MCP (linea rojo claro) y la MLP
(linea rojo oscuro); recuérdese que esto mismo sucedid con esta presentacion al variar el EL
Ademas, con la presentacion ortonasal la MCP se mantiene con un IIE hasta de 60 min, mientras
que la MLP se pierde con IIE muy cortos: a los 15 min ya es deficiente y a los 30 min es
inexistente. En contraste, en nuestro estudio la presentacion retronasal induce una MCP muy
parecida a la MLP, excepto que la MLP es un poco mas deficiente, por lo que la dinamica de la
memoria de corto y largo plazo en funcion del IIE es similar. Por tanto, la diferencia entre la MCP y
la MLP con la presentacion ortonasal se debe principalmente a un defecto en la consolidacion,
mientras que con la retronasal tal deficiencia no se presenta. Como se ha resaltado en las
comparaciones realizadas, esta deficiencia en la consolidacion es una condicién necesaria para
observar la reactivacion de la memoria y como se vio, en la presentacion retronasal es dificil

generarla y por tanto inducir la facilitacion.
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Grifica 16. Indice de preferencia obtenidos en las evocaciones de corto y largo plazo con y sin
reactivacion condicionados con estimulacion olfativa ortonasal y variando el I1E. El
incremento del IIE produjo tres condiciones deficientes en la MLP que pudieron ser facilitas
por reactivacion (30, 60 y 90 min). X, *p<0.05 en comparacion con los grupos reactivados
(Datos obtenidos del trabajo de Tovar 2011).
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Grafica 17. indices de preferencia obtenidos en las evocaciones de corto y largo plazo con y
sin reactivacion condicionados con estimulacion olfativa retronasal y variando el intervalo
interestimulo. La MCP y MLP son muy similares por lo que no se pudo facilitar. X, sin
diferencias significativas en comparacion con los grupos reactivados.
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Grifica 18. Indices de preferencia obtenidos en las evocaciones de corto y largo plazo
condicionados con estimulacion olfativa ortonasal y retronasal variando el intervalo
interestimulo. La presentacion ortonasal produce déficits importantes en la consolidacion al
incrementar el IIE, por lo que la MCP y la MLP son diferentes, mientras que en la retronasal
son similares. X (Datos ortonasales obtenidos del trabajo de Tovar 2011).

Al analizar las graficas de la presentacion ortonasal vs retronasal en conjunto (grafica 18), se puede
observar que las evocaciones de corto plazo son practicamente iguales (lineas claras), esto
demuestra que no hay diferencias en la asociacion de los estimulos entre ambos tipos de
presentacion de los olores, contrario a lo que en trabajos previos se ha sugerido (por ¢j. Chapuis et
al., 2007). Como se puede observar, con ambas presentaciones se empieza a ver deficiencia en la

MCP a partir de los 60 min y para los 90 min la asociacion es practicamente nula. Por otro lado, al
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comparar las evocaciones de la MLP (lineas oscuras) se observa que son muy diferentes, ya que
como se ha recalcado, con la presentacion ortonasal hay una deficiencia en la consolidacion que no
existe en la retronasal. Por tanto, los datos del presente trabajo comprueban lo que Tovar (2011)
anticipaba: que la diferencia en términos de MLP con ambas presentaciones de los odorantes se
debe no a un problema de asociacion de los estimulos como se ha propuesto, sino mas bien a un
problema en la consolidacion del CAO ortonasal. Ademas, nuestros datos sugieren que la diferencia
entre la memoria ortonasal y retronasal es la sensibilidad a problemas de consolidacion, y que la
dindmica de formacion/pérdida de la MCP en funcién del IIE es muy similar en ambas vias de

presentacion.

r rior, qu 10 T rimeros pu 1 inici

Por todo lo anterior, queda clara la relacion entre los dos primeros puntos mencionados al inicio de
la discusion sobre la presentacion retronasal: su capacidad para resistir I1IE largos y la dificultad
para evidenciar el fenomeno de “facilitacion” con esta presentacion, ambos se deben a que no hay

deficiencias en la consolidacion como ocurre con la presentacion ortonasal.

Se ha propuesto que las diferencias en las memorias generadas a partir de la presentacion ortonasal
y retronasal -que incorrectamente se pensaban eran provocadas por la incapacidad de asociar los
estimulos mas que por una consolidacion deficiente-, se deben a diferentes patrones de activacion
neural durante la adquisicion y evocacion. En humanos, la presentacion retronasal a diferencia de la
ortonasal produce actividad en la base del surco central que corresponde a la region somatosensorial
de la cavidad oral, en la region cingulada posterior y perigenual, y en la corteza orbitofrontal medial
(Small et al., 2005). En ratas, durante la evocacion de una memoria aversiva olfativa, hay un
aumento de la actividad oscilatoria en la banda de las frecuencias beta (15-40 Hz) en las cortezas
infralimbica e insular (zonas granular y agranular), cuando la adquisiciéon se hace con la
presentacion retronasal (Chapuis et al., 2009), por lo que las deficiencias en la consolidacion

usando la presentacion ortonasal en contraste con la retronasal pueden deberse a estas diferencias.

Es interesante que los datos obtenidos con ratas con lesiones de la corteza entorrinal que presentan
una mayor resistencia a IIE largos en el CAO ortonasal cuando son evocadas a largo plazo (Ferry et
al., 1996), sean parecidos a los obtenidos por Tovar (2011) en ratas intactas con esta misma
presentacion pero con evocaciones a corto plazo, y a las de corto y largo plazo del presente trabajo
con presentacion retronasal. En sus trabajos Ferry y cols. (Ferry et al., 1996; Ferry y Di Scala.,
1997; Ferry et al., 1999; Ferry et al., 2006), han interpretado que la lesion de la corteza entorrinal

provoca que se mantenga durante mas tiempo la huella de memoria del olor, que suponen
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normalmente es labil, lo que permitiria su asociacion con la toxicosis a pesar del retraso. Sin
embargo, sabemos por el trabajo de Tovar-Diaz y cols. (2011) que esta interpretacion tiene una falla
de fondo, y es como se ha venido mencionando, que con IIE largos en la presentacion ortonasal no
hay un impedimento de asociacion, sino de consolidacion, por lo que la reinterpretacion de los
resultados obtenidos en animales con lesiones de la corteza entorrinal, seria que presentan una
facilitacion en la consolidacion del CAO ortonasal (Tovar-Diaz, 2011). Ademas, como mencionan
Ferry y cols. (1996 y 2006), una de las posibilidades es que esta lesion elimine mecanismos
inhibitorios que ocurren naturalmente, por lo que la similitud de sus datos con los de nuestro trabajo
podria ser un indicativo de que la corteza entorrinal participa diferencialmente segin el tipo de
presentacion del odorante, por ejemplo; podria ser que durante el CAO retronasal a diferencia del
ortonasal, se diera una inhibicién de la corteza entorrinal que a su vez dejaria de inactivar a la BLA,
que seria una de las responsables de que esta presentacion de los odorantes sea resistente a los IIE
largos. Evidentemente se requieren experimentos adicionales para probar esta idea; una forma de
corroborar lo anterior seria activar la corteza entorrinal antes de un CAO retronasal con IIE largo,
de ser cierta esta hipdtesis al evaluar la MLP no deberia de encontrarse aversion o deberia estar
deteriorada de manera importante, ademas, si esta via es una de las responsables de algunas de las
diferencias entre las dos presentaciones, durante la estimulacion ortonasal podria haber una mayor
activacion de la corteza entorrinal, y una menor activacion de la BLA -y tal vez del hipocampo- en
comparacion con la retronasal. Asi mismo, este circuito podria estar involucrado en la PAOS. A
pesar de esto, se debe considerar la actividad diferencial de la corteza insular dependiente de la
forma de presentacion de los odorantes reportada por Chapuis y cols. (2009), ya que seguramente

tiene participacion en las diferencias entre las presentaciones del olor.

Si comparamos la memoria con IIE largos conseguida en este trabajo con otros estudios usando el
mismo odorante, vemos que Slotnick y cols. (1997) encontraron un condicionamiento aversivo
bueno con un solo entrenamiento usando un IIE de 240 min y una concentracion de 0.01 %,
mientras que Chapuis y cols. (2007) usando la misma concentracion y dos ensayos de adquisicion
(uno no generaba aversion) lograron un IIE de 120 min. En contraste Inui y cols. (2006) con una
concentracion menor (0.001 %), no observaron aversion con IIE de 30 min, mientras que Ferry y
Duchamp-Viret (2014) con una concentracion de 0.0001% (segtn ellos 10°) y un IIE de 20 min
encontraron una aversion leve que extinguia en una sesion. En nuestro trabajo logramos un buen
aprendizaje con una sola sesion de adquisicion y un IIE de 80 min usando una concentracion de Al
de 0.00005 %, lo que evidentemente es menor a todas las concentraciones que han sido utilizadas

con anterioridad. Desconocemos si con la concentracion reportada por Slotnick y cols. (1997) de
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0.01 % (que se supone no tiene componente gustativo), podemos incrementar el IIE maximo

encontrado en el presente estudio con buena memoria usando la presentacion retronasal.

Debemos recalcar que aunque hay mas similitudes entre la presentacion olfativa retronasal y la
estimulacion gustativa, en comparacion con la ortonasal, tanto asi, que es comun confundir el sabor
con la estimulacion retronasal (Murphy et al., 1977; Rozin, 1982). Investigaciones que se estan
haciendo actualmente en nuestro laboratorio, donde la unica diferencia con respecto al presente
estudio es el uso de un sabor (sacarina 0.1 %) en lugar de un olor retronasal, muestran que a pesar
de la gran diferencia de resistencia de la presentacion retronasal con la ortonasal, el sabor resiste [IE
hasta de 120 min obteniendo muy buena retencion de la MCP y MLP, (intervalo en el que ya no hay
asociacion con estimulos olfativos retronasales), e incluso tan largos como 180 min -ya con cierta
deficiencia- (Trejo 2015, comunicacion personal), por lo que claramente hay diferencias en este
sentido entre la olfaccion retronasal y el sabor. Dichas diferencias no se deben a una falta de
consolidacion como sucede entre la presentacion ortonasal y retronasal, sino parecen deberse a una
falla en la asociacion de los estimulos, la cual puede deberse como lo indican algunas teorias, a que
la memoria del sabor dura o pude ser asociada durante mas tiempo con la toxicosis y/o a que hay
diferencias entre el olor retronasal y el sabor en la formacién de la “memoria de lo seguro”,
generandose o interfiriendo mas rapido en el olfato que en el gusto. A pesar de esto, el hecho de que
el olfato retronasal resista IIE tan grandes como 80 min con buena memoria, le da tanta relevancia
ecoldgica como la que se le atribuye al gusto en la regulacion de las conductas alimenticias;
ademas, el olfato tiene la ventaja sobre el gusto de que no es necesario que el animal ingiera algiin
alimento potencialmente toxico para reconocerlo (Lorden et al., 1970; Rusiniak et al., 1979). Asi
cotidianamente nuestros animales condicionados de manera 6ptima con estimulos olfativos no
prueban el agua odorizada, es decir presentan un IP = 0, por lo que no extinguen espontaneamente
la aversion al olor aun después de numerosas evocaciones donde se les da a escoger entre agua

simple y agua odorizada (recuérdese grafica 2).

Una constante del presente estudio y los dos previos sobre facilitacion de la consolidacion por la
reactivacion de corto plazo, es que si se comparan las evocaciones de corto plazo con las de largo
plazo que han sido reactivadas antes (facilitadas) éstas son similares, por lo que pareceria que la
evocacion a corto plazo “fija” la memoria casi tal cual se encontraba en el momento en que esta
primera evocacion sucede, independientemente de que tan buena o deficiente sea la memoria. Esto
sugiere que la evocacion de la MCP, mas que incrementar la memoria, la asociacion o su evocacion,

favorece que sea consolidada en el nivel en el que se encuentra; es por eso que, en términos
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generales, el IP obtenido durante la evocacion de la MCP sera similar al que ese mismo grupo
alcanzara en una posterior evocacion a largo plazo. Fisiologicamente hablando, esto podria deberse
a que la reactivacion esta provocando, mas que el reclutamiento de nuevas neuronas —o sinapsis-, el
que las neuronas que estan participando en la memoria continien formando parte del engrama,

manteniendo y/o reforzando sus conexiones que de otra manera se debilitarian.

Como se menciond en la introduccion, Sanchez (2010) condicion6é grupos de animales con
almendra ortonasal y una dosis baja de LiCl (1 0 0.5 %) lo cual resulta en una falta de MLP cuando
se prueba a las 48h, pero se obtiene una buena MCP evocada 4 h después del entrenamiento en
grupos diferentes. En estas condiciones, realizd evocaciones a diferentes intervalos después de la
adquisicion en grupos independientes; Si asumimos que los valores que obtuvo en las evocaciones a
corto plazo reflejan principalmente el estado de la memoria durante su reactivacion, y consideramos
en conjunto las evocaciones secuenciales con estos grupos independientes, se puede interpretar la
curva obtenida como la dinamica de la memoria durante la consolidacion. Para una representacion
visual mas intuitiva, a diferencia de las graficas que se han presentado a lo largo del trabajo, en las
siguientes graficas (19 a 21) se invirtio el eje Y, por lo que los valores de IP estan en orden
descendente, esto hace que los IP bajos que representan una buena memoria queden en la parte
superior y que valores altos que representan memoria deficiente se localicen en una posicion baja en

la grafica.

En la grafica 19 se presentan los datos reportadas por Sanchez (2010) en dos condiciones con bajo
LiCI: 1 % puntos azules y 0.5 % puntos rojos, ademas de una tercera condicion hipotética con 2 %
de LiCl con la cual se produce un aprendizaje “6ptimo”. Como se puede observar, a las 4 h con
dosis bajas de LiCl la memoria es muy buena —practicamente inmejorable-, y conforme pasa el
tiempo la memoria se deteriora hasta que a las 48 h no se puede evocar. Podemos teorizar que estas
curvas corresponden a la pérdida de la memoria/engrama dependiente del tiempo por una falta de
consolidacion, debido a deficiencias durante la adquisicién provocadas en este caso por un baja
dosis de LiCl; nétese que entre mas grande sean las deficiencias durante la adquisicion, mas rapido
se pierde la memoria. El IP indistinguible a las 4h hace suponer que la asociacion de los estimulos
fue similar con todas las dosis de LiCl. Sin embargo, es evidente que algo interfiere con la
consolidacion en el caso de las dosis bajas. ;Cémo? El descenso de la memoria aversiva en las
horas posteriores a la adquisicion puede deberse a la pérdida de sinapsis y/o neuronas reclutadas
durante la adquisicion, lo cual se traduce en un engrama endeble por la falta de estabilidad a largo

plazo que proporciona la consolidacion. Desconocemos si hay diferencias importantes en la
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cantidad de sinapsis/neuronas reclutadas bajo las diferentes condiciones de adquisicion producidas
por bajo LiCl, de ser asi, esto puede explicar la falta de consolidacion. Alternativamente a estas
diferencias cuantitativas podriamos suponer diferencias cualitativas en el sentido de la actividad
reverberante del ensamble producido y la persistencia de ésta a lo largo del tiempo. Dicha actividad
reverberante, asi como diversas cascadas de sefalizacion intracelular y la sintesis de proteinas,
pueden ser las favorecidas por la reactivacion de la memoria y seguramente participan en el

fenémeno de facilitacion de la consolidacion.
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Grafica 19. Dindamica de la memoria aversiva después de la adquisicion para tres condiciones
diferentes de LiCl; los puntos son evocaciones en grupos independientes. L.a memoria decae
con el tiempo en las condiciones con LiCl deficientes (1 y 0.5 %), mientras que en la 6ptima (2
%) se mantiene, formando una buena MLP. X (Datos 1y 0.5 % obtenidos del trabajo de
Sanchez 2010).

En las graficas 20 y 21 estan las curvas mostradas en la grafica anterior (en color oscuro), asi como
las evocaciones a largo plazo que se hicieron de cada uno de estos grupos (puntos claros), los cuales
estan unidos por curvas que representan la dinamica de estas memorias después de su reactivacion
(tridngulos). Como se puede ver y como hemos indicado anteriormente con otros datos, los valores
de largo plazo son similares a los de las evocaciones a corto plazo de los mismos grupos, es decir, la
primera evocacion (la reactivacion) evitdé que la memoria decayera por una falta de consolidacion -
como en las curvas oscuras-, y que lograran consolidarse, por lo que las lineas que unen las
evocaciones de corto plazo con las de largo (lineas claras) tienen una pendiente poco pronunciada.
Ademads, en estas graficas es evidente lo reportado por Sanchez (2010): el grado de facilitacion
depende del tiempo entre la adquisicion y la primera evocacion/reactivacion, lo que claramente
depende del estado de la memoria en el momento de esa primera evocacion. Como parece indicar el

hecho de que la MCP y la MLP facilitada sean parecidas, la reactivacion a corto plazo solo puede
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salvar el engrama (numero de sinapsis y/o neuronas reclutadas) en el estado en el que se

encontraban en ese momento, durante la reactivacion a corto plazo.
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Grafica 20. Efecto de las reactivaciones de corto plazo (triangulos) sobre la dinamica de la
memoria aversiva generada en condiciones de bajo LiCl (0.15 M 1 % peso corporal), las
evocaciones fueron hechas en grupos independientes. Notese que las evocaciones a corto plazo
son similares a las obtenidas posteriormente a largo plazo. X (Datos obtenidos del trabajo de

Sanchez 2010).
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Grifica 21. Efecto de las reactivaciones de corto plazo (triangulos) sobre la dindmica de la
memoria aversiva generada en condiciones de bajo LiCl (0.15 M 0.5 % peso corporal), las

evocaciones fueron hechas en grupos independientes. Nétese que las evocaciones a corto plazo

son similares a las obtenidas posteriormente a largo plazo. X (Datos obtenidos del trabajo de

Sanchez 2010).
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Por otro lado, se ha propuesto que un fendmeno importante para la consolidacion de la memoria es
la reactivacion espontanea del engrama en ausencia de estimulacion sensorial, nombrada “teoria de
la reactivacion del trazo” (Guzman-Ramos y Bermudez-Rattoni, 2011). Dicha actividad podria
promover la facilitacion de las interacciones neuronales, potenciar la eficacia sinaptica y fortalecer
el trazo de memoria; ademas, se ha propuesto que estas reactivaciones pueden estar relacionadas
con la relevancia de la informacion adquirida (Hoffman y McNaughton, 2002; Guzman-Ramos y
Bermudez-Rattoni, 2011). En el CAS se ha encontrado evidencia de que esta actividad espontanea
postaprendizaje puede ser parte de los mecanismos de consolidacion, por ejemplo, la BLA presenta
un aumento de actividad 30 min después de la adquisicion (Yamamoto y Fujimoto, 1991), y esto
mismo se encontr6 en la corteza insular 20-30 minutos posteriores a la adquisicion (Yasoshima y
Yamamoto, 1998). En esta ultima estructura (corteza insular), se ha encontrado mediante
microdialisis, que 40 minutos después de la adquisicién hay un aumento extracelular transitorio de
dopamina y glutamato asociados al EC y al EI respectivamente, similares a los que se producen
durante la adquisicion. Ademas, dicha liberacion postadquisicion no se produce sin la formacion de
la asociacion aversiva y el bloqueo por TTX (bloqueador selectivo de canales de sodio) de la
corteza insular después del EI impide dicho aumento y afecta la consolidacion del CAS (Guzman-
Ramos et al., 2010). Actualmente se desconoce si tales reactivaciones ocurren en varias ocasiones
(Guzman-Ramos y Bermtdez-Rattoni, 2011). De ser este el caso, podria ser que las reactivaciones
espontaneas sean parte de la actividad reverberante postadquisicion, correlacionando inversamente
con el grado de aprendizaje, por lo que entre mayor sea este, menor grado de reactivacion
espontanea posterior se alcanzaria y menor consolidacion habria. Ademas, es posible que cuando
las condiciones de adquisicion son muy deficientes, las reactivaciones espontaneas no se presenten
o duren menos de lo que lo haria bajo mejores condiciones. En este sentido la “reactivacion” por
evocacion que se induce en este trabajo y los trabajos de Tovar-Diaz (2011) y Sanchez (2010) para
lograr consolidar una memoria que de otra manera no lo haria, podria emular hasta cierto grado las
“reactivaciones espontaneas”, e incluso, podria hacer que se presenten o que continien durante mas

tiempo del que lo harian sin dicha reactivacion inducida.

Por otro lado, algo que debe resaltarse y que es comtn en los estudios farmacologicos del CAO,
CAS vy otros modelos de aprendizaje asociativo, es que si la manipulacién -en este caso la
administracion del farmaco MK-801- se hace después de la adquisicion, incluso inmediatamente,
por lo general no se observa efecto o es muy débil (por ej. para el caso del CAO y POAS Fery y Di
Scala, 2000; Miranda et al., 2007; Desgranges et al., 2008; Sevelinges et al., 2009). Asi, el efecto
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limitado del MK-801 sobre la facilitacion de la consolidacion podria deberse a que ya han pasado
muchos eventos en ese lapso de horas entre la adquisicion y la reactivacion, provocando que éste y
otros farmacos tengan efectos restringidos sobre el fenomeno de facilitacion. Una segunda
posibilidad es que, a pesar de las dosis sistémicas utilizadas en este trabajo -que no son bajas-, la
administracion de este farmaco de manera intracerebral (por ej. en la amigdala) interrumpa de
manera mas importante la facilitacion. Aun asi, se debe considerar que otra posibilidad para el
escaso efecto encontrado por el bloqueo sistémico de los receptores NMDA, sea que el sistema
glutamatérgico tiene un papel limitado en este fendmeno y que otros sistemas de neurotransmision
como el colinérgico o el dopaminérgico que se han asociado con la percepcion de la novedad de los
estimulos y la consolidacion en el CAS (por ej. Miranda et al., 2002; Guzman-Ramos et al., 2010)

sean los principales responsables del fenomeno de facilitacion de la consolidacion por reactivacion.

Como se vio en los experimentos adicionales, el MK-801 no parece tener un gran efecto sobre la
consolidacion del CAO retronasal en condiciones 6ptimas de aprendizaje, cuando es administrado
inmediatamente después del LiCl (grafica 12). Esto contrasta con lo que se ha encontrado en el
laboratorio y en otros estudios con la presentacion ortonasal, donde una dosis de 0.1 mg/kg de MK-
801 administrada entre el olor y el LiCl o inmediatamente después de este ultimo, genera amnesia
total a largo plazo (Solis, 2003), lo que demuestra otra diferencia entre ambas presentaciones del
olor. De hecho, Solis encontré que en la PAOS si un olor ortonasal se condiciona junto con un sabor
usando un IIE de 30 min, el MK-801 administrado entre los estimulos no produce efectos
amnésicos sobre el CAS y ya no los provoca sobre el olor ortonasal potenciado, es decir, la
presentacion retronasal se parece mas a lo que ocurre con el sabor. Ademas, en ese estudio Solis
mostrd que el MK-801 no funciona como EI en la presentacion ortonasal, encontrando lo mismo

que nosotros con la retronasal (véase grafica 11).

Por otro lado, algo que debe quedar claro es que evidentemente las manipulaciones realizadas en los
trabajos de Sanchez (2010), Tovar-Diaz (2011) y las del presente estudio, al basarse en cambios de
la estimulacion estan teniendo efecto en el momento de la adquisicion, y ésta a su vez afecta la

consolidacion de la memoria formada.
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10.1 Modelo de facilitacion de la consolidacion por evocacion a corto plazo

Se acepta comunmente que, durante la consolidacion, la memoria es susceptible a diversas
manipulaciones que pueden deteriorarla; sin embargo se considera menos que existen
manipulaciones o “situaciones” que durante dicho proceso puedan favorecer su reforzamiento. El
fenomeno estudiado en este trabajo corresponde a esta Ultima situacion, ya que en ciertas
condiciones la evocacidon a corto plazo hace que una memoria que no iba a ser consolidada lo

consiga.

Normalmente cuando se usa el modelo del CAO con condiciones Optimas, se forma una MLP
aversiva con un IP muy bajo (<10), mientras que si se manipula alguno de los parametros durante la
adquisicion como en el presente trabajo, sea una diminucion del EC y/o EI y/o un aumento en el
IIE, la memoria se deteriora. Esto se puede manifestar por un pequefio déficit durante la evocacion
(reflejado por un IP >10), hasta la ausencia total de MLP. Dentro de todo este abanico de
posibilidades y dependiendo de las condiciones de adquisicion, se debe considerar que la falta de
evocacion de la MLP puede deberse a tres situaciones: 1) falta de asociacion entre los estimulos, 2)
falta de consolidacion de la memoria y/o 3) incapacidad de evocar el engrama. De las primeras dos
posibilidades, historicamente en el CAO se le ha dado més importancia a la falta de asociacidn, sin
embargo como fue evidente en la introduccion de este trabajo, muchas veces no se hacen las
evocaciones a corto plazo indispensables para saber si se debe a la falta de asociaciéon o a un
problema en la consolidacion. En cuanto a la tercera posibilidad; incapacidad de evocar el engrama,
al estar basados muchos trabajos -como este- en correlaciones conductuales para inferir el estado de
la memoria, es imposible discernir si la falta de una conducta aprendida se debe a que el engrama
existe pero no se puede acceder a €l, si se ha perdido, o si por el contrario nunca se formo, por lo

que no ahondaremos en esta posibilidad.

Como se puede ver en los resultados mostrados en este trabajo y en lo reportado previamente, tanto
la asociacion como la consolidacion se pueden ver afectadas dependiendo de las condiciones de
adquisicion. Si las condiciones del entrenamiento son medianamente malas, se traduciran en
deficiencias de la consolidacion y seran evidentes como falta de aversion en la MLP, pero robusta
aversion en la MCP. Si las condiciones de entrenamiento son muy malas, se traducira en
deficiencias en la asociacion de los estimulos y seran evidentes como falta de aversion en la MCP y
la MLP. Uno puede pensar entonces sobre un nivel de actividad que debe ser superado para que se

lleve a cabo una asociacion, y que el superarlo depende de las memorias previas, la intensidad y
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“saliencia” de los estimulos, entre otras cosas. Sin embargo, como se ha mencionado y como los
resultados lo muestran, el hecho de que se forme una asociacion aversiva que puede ser evocada a
corto plazo, no significa que necesariamente se convierta en una MLP. En este sentido Tovar-Diaz
(2011) usando ideas de Abel y Kandel (1998) y Dudai (2004) sobre un “umbral” de actividad con
suficiente liberacion de neurotransmisores, neoromoduladores, de suma de estimulos coincidentes
etc. sugirié que es necesario —ademas- superar este umbral para que se lleve a cabo la consolidacion
de la memoria (“umbral de consolidacion™) y por extension, la facilitacion de la consolidacion por
evocacion a corto plazo. Este umbral como en la asociacion, depende de las condiciones durante la

adquisicion, por lo que ambos procesos son interdependientes.

Se debe tener en mente que aunque el superar el “umbral de consolidacion” forme una MLP
aversiva que pueda ser evocada, en caso de que ocurra lo contrario no significa necesariamente que
no se forme ninguna memoria; siempre se debe considerar que en las pruebas de evocacidon no se
evalia la memoria de manera directa, sino indirectamente a través de las manifestaciones
conductuales que ésta produce, y que dichas manifestaciones aunque dependan ciertamente de la
memoria fisica, también dependen de las condiciones durante la evocacion, como la saliencia del

EC, el contexto, entre muchas cosas mas.

Con base en la interpretacion anterior, presento una esquematizacion grafica del fenomeno de
facilitacion de la consolidacion por evocacion a corto plazo en la figura 14. En esta, represento la
dinamica de la memoria aversiva a lo largo del tiempo -después de la asociacion- para tres
condiciones diferentes de adquisicion, representando la curva 1 condiciones optimas (linea verde), y
la 2 y 3 condiciones suboptimas progresivamente mas deficientes (azul y rosa respectivamente).
Estas condiciones suboptimas se pueden deber a una disminucion de la intensidad del EC y/o EI, un
IIE largo, la administracion de farmacos amnésicos, etc. Como se observa, la dinamica de memoria
ejemplificada en la curva 1 que representa el aprendizaje en condiciones Optimas, forma en poco
tiempo una memoria que supera el umbral de consolidacion (linea roja) y genera un aprendizaje
robusto que no decae en el tiempo. En las curvas 2 y 3 las condiciones suboptimas ejemplificadas
no superan el umbral de consolidacion, por lo que las memorias formadas decaen con el tiempo;
noétese que la curva 3 decae mas rapido que la 2 porque representa condiciones de adquisicion mas

deficientes.

Discusion | 54



Memoria aversiva 7

100

B0

&0

an

20

Rios Carrillo J. E.|
21
B  LEEEnts! SEEEEEETEEEE 10
(1)
) 253 ST . |
. m
{30 8
A ) g
9 Y - —_
# y : [P
asas \* ) )
IF \ m ..“F
l 3

20 25 30 35 40 45 50

Tiempo (h)

Figura 14. Modelo grafico del fenémeno de facilitacion de la consolidacién por evocacién a corto
plazo en tres condiciones hipotéticas de adquisicion. Mientras que la condicion 1 genera una buena

MLP, las condiciones 2 y 3 generan una memoria que decae con el tiempo por las condiciones

deficientes durante su adquisicion, sin embargo su evocacion a corto plazo podra en ciertas

condiciones facilitar su consolidacion formando una buena MLP.

Los tridangulos negros en la grafica representan evocaciones de corto plazo -o plazo intermedio
segun se considere-. Dichas evocaciones reactivan el engrama de memoria que en ese momento se
esta consolidando modificando el estado de la memoria y cambiando la trayectoria que tendria si no
se produjeran (esta nueva trayectoria se representa con las curvas resaltadas y numeradas con
decimales que surgen de las curvas “enteras”). Como se puede observar, estas reactivaciones
acercan la memoria al umbral de consolidacion haciendo posible que, en algunos casos, lo puedan

alcanzar.

Si se observan las curvas 2.1 y 3.1 se puede ver que las evocaciones que las originan fueron
realizadas en el mismo tiempo posterior a la adquisicion. A pesar de esto, la curva 2.1 al provenir de
una memoria mas cercana al umbral de consolidacion, logra superarlo consolidandose y -en este
caso- formando una buena MLP aversiva. Mientras que la otra curva (3.1) que viene de una curva
mas lejana del umbral de consolidacion -porque las condiciones de adquisicion que la generaron son
mas deficientes- no logra alcanzar el umbral y termina decayendo con el tiempo. Otra cosa que se
puede observar es que en la curva 2 de la grafica se representan otras dos evocaciones a corto plazo
-de grupos independientes- (curva 2.2 y 2.3), que a diferencia de la de la curva 2.1 se realizan mas

tarde, por lo que la memoria en este lapso mayor ha decaido mas y por tanto, aunque con la primera
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de estas evocaciones se logra superar el umbral de consolidacion (curva 2.2), la MLP observada es
menor que la que se obtuvo en la curva 2.1, y en la ultima de las reactivaciones (curva 2.3) la
memoria ha decaido tanto, que ya no alcanza a superar el umbral por lo que decae con el tiempo.
Esto refleja la dependencia del tiempo que tiene la facilitacion de la consolidacion: entre mas
alejadas ocurran las reactivaciones/evocaciones de la adquisicion, menor es el efecto facilitador que

éstas inducen.

Como se mencion6 anteriormente en la discusion, en ciertas circunstancias es comun que dos
memorias que sean de diferente “magnitud”, cuando son reactivadas, den lugar a la misma
evocacion -mismo IP- (véase por ejemplo la primera evocacion de los grupos de la grafica 19). Este
hecho es representado en el modelo mediante lineas punteadas grises de forma sigmoidal. Estas
lineas delimitan el IP hipotético que se obtendria en cada momento segin el estado de la memoria.
Noétese que en las primeras horas si se realizara una evocacion en las condiciones hipotéticas de las
curvas 1, 2 y 3, la memoria a pesar de ser distinta en las tres curvas, al reactivarse se evoca la
respuesta con la misma intensidad. Conforme pasa el tiempo si la memoria no superd el umbral de
consolidacion se va perdiendo obteniéndose una evocacion menos intensa, por lo que las lineas
punteadas tienden a subir y finalmente se van haciendo asintotas. El que las evocaciones no se
relacionen linealmente con el estado de la memoria, principalmente en las primeras etapas después
de su formacion -por eso las lineas tienen forma sigmoidal-, puede ser el reflejo de que la evocacion
de la memoria en sus primeras etapas, depende de maquinaria diferente de la que participa en

estados posteriores donde ya esta consolidada.

(Qué significa el que las memorias tengan diferente magnitud? Como se menciond antes
desconocemos si las diferentes condiciones de adquisicion recluten un diferente ntimero de sinapsis,
neuronas o incluso estructuras cerebrales, o si las diferencias son en el sentido de la duracion de la
actividad reverberante del circuito, la activacion de cascadas de sefalizacion, fosforilaciones y
desfosforilaciones de proteinas, expresion de genes, reactivaciones espontaneas etc. seguramente
todo esto tiene que ver en mayor o menor medida. Sin embargo, sabemos que aunque durante la
primera evocacion de memorias obtenidas con diferentes grados de deficiencia durante la
adquisicion, se puede evocar una respuesta “perfecta” —medida con nuestro sistema-, las distintas
dinadmicas que presentan con el paso del tiempo son un claro indicador de que se trata de memorias
de magnitudes distintas, diferencias que incluso produciran que unas no logren consolidarse. Una

forma de ver que tan robustas son las memorias es mediante la extincion: mientras mas robusta sea
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una memoria, mas ensayos de extincion se requieren para eliminar la respuesta condicionada,

mientras mas débil, se necesitaran menos.

Por otro lado, algo que se puede observar en el modelo, es que el umbral de consolidacion no es
estatico, sino que se “aleja” con el tiempo. Esto se debe a que conforme transcurre el tiempo las
proteinas fosforiladas, las cascadas de sefializacion, las sinapsis activadas etc. decrecen, por lo que

cada vez es mas dificil alcanzar el nivel necesario de actividad para superar dicho umbral.

En el modelo, las memorias representadas en las curvas 2.3, 3 y 3.1 decaen con el tiempo porque no
alcanzaron el umbral de consolidacion, sin embargo ¢ésto significa que desaparecieron, que no se
formod una memoria aversiva, o por el contrario que se form6 una memoria segura? Desconocemos
cual de estas posibilidades es la que ocurre, sin embargo, para el caso particular de la formacion de
una memoria segura, un segundo ensayo de adquisicion podria evidenciarla, ya que si en éste se
presenta el fenomeno de inhibicion latente se puede interpretar que efectivamente hubo formacion
de una memoria segura, si por el contrario se obtiene aversion, esto indicaria que durante la primera
adquisicion se form6 una memoria neutra o una aversiva muy débil. En este sentido los
experimentos ya mencionados de Chapuis y cols. (2007), dan un poco de luz al respecto; estos
autores condicionaron ratas con presentacion ortonasal o retronasal; lo interesante es que sus
condiciones de adquisicion con IIE pequefios eran insuficientes para generar aversion con una sola
adquisicion, sin embargo, con un segundo ensayo lo lograron obteniendo una aversiéon muy fuerte,
esto sugeriria que en su caso no hubo formacion de una memoria de lo seguro que interfiriera con la
segunda adquisicion/asociacion. A pesar de esto, no se puede descartar que condiciones muy malas
de adquisicion den lugar a la formacion de una memoria segura en lugar de una aversiva, o que con
el paso del tiempo una memoria aversiva muy mala o una neutra den paso a una segura, por ejemplo
(qué hubiera pasado si Chapuis y cols. en lugar de hacer la segunda adquisicion el dia siguiente la

hubieran realizado varios dias después?

Finalmente, ;cudl es la diferencia entre la olfaccion ortonasal y retronasal, y entre la retronasal y el
sabor en el modelo propuesto? Como Tovar-Diaz y cols. (2011) y el presente trabajo lo muestran,
entre los dos tipos de presentacion de los odorantes no hay diferencias en la asociacion de los
estimulos sino en su consolidacion, por tanto, la principal diferencia en términos del modelo grafico
es que el umbral de consolidacion se encuentra mas “abajo” en la presentacion retronasal, por lo
que es mas facil que logre la consolidacion, permitiendo mejores MLP cuando las condiciones de

adquisicion subdptimas -como la reduccidon del EC, EI o el aumento del IIE-, son de la misma
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magnitud en ambas presentaciones. Esto, también hace que sea mas dificil encontrar las condiciones
necesarias para poder facilitar la consolidacion de la memoria por reactivacion en la presentacion
retronasal. El que el umbral de consolidacion este mas “abajo” en la presentacion retronasal se
puede deber, como se ha mencionado, a que esta presentacion activa una mayor cantidad de zonas
cerebrales, por lo que el reclutamiento adicional que se logra de muchos mecanismos celulares en
ultima instancia favorecen la consolidacion. Las diferencias entre el olor retronasal y el sabor no
solo se debe a que el umbral de consolidacion se encuentre todavia mas “abajo” en el segundo, sino
que las curvas de memoria con condiciones similares seguramente son ademas de mayor magnitud,
lo que permite que el sabor resista [IE atin més grandes que el olor retronasal. Ademas, algo que no
refleja el modelo y que podria explicar las diferencias entre el olor y sabor, es la velocidad con la
que se forma la memoria segura, o la diferente capacidad de esta memoria segura de interferir con
las asociaciones aversivas entre ambos estimulos, formandose o interfiriendo mas con los estimulos
olfativos retronasales que con el sabor. Ademads algunas de las diferencias entre el olor retronasal y
el sabor podrian ser explicadas con alguna variante de la teoria de “desintegracion del trazo de

memoria”.
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11. CONCLUSIONES

La olfaccion retronasal presenta diferencias importantes con la ortonasal, particularmente en la
resistencia a grandes IIE y a la dificultad de evidenciar el fendmeno de facilitacion de la
consolidacion por evocacion a corto plazo. Dichas diferencias se deben principalmente a que el

CAO retronasal presenta una consolidacion mas eficiente que el CAO ortonasal.
Los receptores NMDA parecen jugar un papel secundario en la facilitaciéon de la consolidacion por

evocacion a corto plazo del CAO retronasal, por lo que otros sistemas de neurotransmisores pueden

ser los principales responsables de este fenomeno.
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ANEXO 1

Modelos para explicar la resistencia a grandes intervalos interestimulos en el condicionamiento

aversivo al sabor

Cuatro son los principales modelos que se han propuesto (Kalat y Rozin, 1973; Klosterhalfen y

Klosterhalfen, 1985):

1)

2)

Teoria del regusto, propuesta por Bitterman (1975); sugeria que a pesar de que se utilizara
un IIE largo entre el estimulo gustativo y el veneno, la presencia de alglin rastro del sabor,
el “regusto” en la cavidad oral, el estobmago, la sangre o por medio de regurgitacion,
provocaria que la demora no fuera tan prolongada como se suponia, por lo que esta
explicacion negaba la posibilidad real de que los estimulos gustativos sean asociables con
IIE largos. Desde hace mucho, una serie de evidencias indicaron claramente que esta
interpretacion era equivocada, y que no juega ningun papel (para revisiones de la evidencia

ver Revusky y Garcia, 1970 y Rozin y Kalat, 1971).

Otra teoria alternativa propuesta por Revusky y Garcia (1970) y Revusky (1971) consiste en
una reinterpretacion del gradiente de demora normal entre el EC y EI, utilizando el
principio de "pertenencia" o "preparacion" (Seligman, 1970; Thorndike, 1932). Su idea se
apoya en los descubrimientos de Garcia y Koelling (1966) de que los sabores se asocian
facilmente con malestar visceral pero no con descargas eléctricas, mientras que los
estimulos audiovisuales se asocian facilmente con los choques, pero no con el malestar
visceral. De acuerdo con este principio, ciertos estimulos son preferentemente asociados
con otros de una manera mas o menos especifica -en este caso el sabor con el
envenenamiento- (Garcia y Koelling, 1966). Revusky postuldé que el gradiente de demora
EC-EI refleja el hecho de que un EI se asocia con el EC potencial mas reciente; por lo
general un EI es facilmente asociable con una amplia variedad de estimulos (visuales,
auditivos, propioceptivos, y otras sefiales). Al estar los animales constantemente
bombardeados con muchos estimulos, cualquier aumento del IIE reduce la posibilidad de
que el estimulo seleccionado a convertirse en EC lo haga, ya que estimulos mas recientes
pueden ser los que logren asociarse (Kalat y Rozin, 1971). Aunque esta teoria puede ser

parcialmente cierta y tiene claras implicaciones en el fenémeno nombrado
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“ensombrecimiento” en el CAS (Kwok y Boakes, 2015), parece predecir que el aprendizaje
puede ocurrir con retrasos ilimitados mientras no haya interferencia por algun sabor, sin

embargo esto no ocurre asi (Kalat y Rozin, 1971).

3) Teoria del decaimiento/desintegracion del trazo, propuesta por Krane y Wagner (1975)
sostiene que la huella de memoria del EC se desintegra poco a poco durante el IIE, de tal
manera que después de cierto tiempo es demasiado débil para ser asociable con el EI. Una
posible variante de esta teoria, es que la memoria haya alcanzado suficiente grado de
consolidacion, por lo que es incapaz de interactuar con la senalizacion del EI y asociarse

con él.

4) Teoria del aprendizaje de lo seguro, dice que durante el retraso con IIE crecientes se genera
una curva de aprendizaje: entre mas se incremente el IIE la rata aprende gradualmente que
el sabor es seguro, por lo que mas que un desvanecimiento de la huella de memoria del
sabor, el efecto se debe a una reclasificacion de la misma por el aprendizaje (Rozin y Kalat
1971 y Kalat y Rozin, 1973). Esta teoria explica el fendmeno de inhibicion latente; una
disminucion en el rendimiento del aprendizaje como resultado de la preexposicion segura

no reforzada del estimulo a ser condicionado (Lubow y Moore, 1959).

Cabe sefialar que los Gltimos dos modelos interpretan el gradiente de la demora como una falla en la
asociabilidad de los estimulos -lo que sigue siendo una idea ampliamente aceptada-. El desacuerdo
se refiere a la naturaleza del proceso que subyace al gradiente de la demora; mientras que la teoria
de la “desintegracion del trazo” representa un proceso de olvido, la teoria del “aprendizaje de lo
seguro” representa, como su nombre lo indica, un proceso de aprendizaje, es decir, con largas
demoras entre el sabor y la intoxicacidon estos no se asocian, no porque el animal haya olvidado el
sabor, sino porque durante este tiempo ha aprendido que éste es seguro (Kalat y Rozin, 1973 y

Nachman y Anddoyle, 1974).

Hay varias evidencias en favor de la “teoria de la seguridad aprendida”, como la demostracion de
que las ratas al ser anestesiadas durante el IIE, pueden aprender aversiones gustativas con intervalos
ain mayores, lo que se puede explicar como una reduccion del aprendizaje de seguridad (Rozin y
Ree, 1972). Una segunda linea de evidencia proviene de estudios sobre el efecto de la novedad del
gusto y su facilidad para generar aversiones condicionadas: Por un lado, las ratas tienen una fuerte

tendencia a asociar el envenenamiento con sabores novedosos mas que con los familiares, incluso si
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el sabor familiar esta temporalmente mas cerca de la administracion del veneno (Garcia et al., 1955;
Maier et al., 1971; McLaurin et al., 1963; Revusky y Bedarf, 1967; Kalat, 1971; y Revusky y
Bedarf, 1967; Wittlin y Brookshire, 1968). La interpretacion que da el modelo de “seguridad
aprendida” es que el sabor familiar se ha asociado con la falta de consecuencias negativas por su
ingestion, es decir, se ha asociado con “la seguridad”, dicho aprendizaje de alguna manera
interferiria con el nuevo aprendizaje de que es toxico (Kalat y Rozin, 1973). Ademas, el que una
sola exposicion de un sabor sea suficiente para que sea catalogado como familiar, y que esta
memoria dure més de 21 dias, contraviene lo que el modelo de “desintegracion” postula (Kalat y

Rozin, 1973).

A pesar de que la teoria de “seguridad aprendida” explica varios fenémenos y hay evidencias que la
apoyan, se debe considerar que Nachman y Anddoyle (1974) publicaron una serie de experimentos
disefiados para poner a prueba la hipotesis de la seguridad aprendida y definir sus limites mediante
la extincion del CAS, esta puede ser interpretada como la formacion de una memoria de que el
sabor es seguro. Encontraron que la aversion después de un ensayo de extincion, es inversamente
proporcional al tiempo que tarda una segunda prueba de evocacion, esto puede ser interpretado
como una curva de aprendizaje en la que conforme transcurre el tiempo la formacion de la memoria
de seguridad se va consolidando y puede dar cuenta de los efectos de grandes IIE en el CAS. Sin
embargo, en otro experimento, estos autores utilizaron ratas con amplia experiencia en un sabor (su
“aprendizaje de seguridad” habia alcanzado un nivel asintdtico), y encontraron que al
condicionarlas aversivamente con varios IIE (4, 15, 30, 60, 120, 240 o 480 min), la aversion seguia
disminuyendo con el aumento del IIE, por lo que el modelo de “seguridad aprendida” no es
suficiente para explicar completamente el gradiente de la memoria cuando se incrementa el IIE

(Nachman y Anddoyle, 1974).

Otro aspecto que se debe considerar sobre la teoria de la “seguridad aprendida”, es que Rescorla
(1971) sugirid que la inhibicion latente es un término inapropiado para el fendémeno que nombra, ya
que el estimulo no se convierte en inhibitorio, sino que se vuelve menos relevante. Segin esta idea
después de un estimulo que no es seguido de consecuencias adversas, o estas estan suficientemente
retrasadas, la rata no aprenderia que "el estimulo significa ninglin choque" ya que el estimulo no se
convertiria en una sefial para la seguridad, mas bien aprenderia "este estimulo predice nada, no
necesito prestar atencion a ¢él". Sin embargo Kalat y Rozin (1973) piensan que es posible que haya
una diferencia fundamental entre los sabores y otros estimulos, tal vez una rata incluso sin

experiencias previas, es mas temerosa a nuevos sabores que a estimulos de otras modalidades, por
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lo que cuando experimentan un sabor novedoso sin consecuencias aprenderian que es seguro,
mientras que bajo condiciones analogas aprenderian que otros estimulos son "sin sentido". Es dificil
saber cual de estas dos posibilidades es la correcta, ya que las pruebas de Rescorla (1971) son
dificiles de aplicar a los sabores, debido a la dificultad para demostrar preferencias aprendidas
(Rozin y Kalat, 1971). Independientemente de si las ratas aprenden que los estimulos son seguros o
que no predicen nada, Kalat y Rozin (1973) proponen que el mecanismo del gradiente con retrasos

entre los estimulos se trata de un proceso de aprendizaje y no del decaimiento del trazo de memoria.

A pesar de que la teoria del aprendizaje de lo seguro explica convenientemente algunos fenémenos
del CAS cuando se incrementa el IIE, se debe hacer ver que en realidad esta teoria —u otras de las
mencionadas- no explican satisfactoriamente las diferencias de la resistencia a largos IIE de este
condicionamiento con respecto a otros tipos de aprendizaje asociativo. Sobre estas diferencias, lo
mas que se atreven a sugerir Kalat y Rozin (1973) es que el gradiente caracteristico que se forma
con grandes IIE en el CAS, refleja la lentitud con la que el proceso de aprendizaje de lo “seguro”
opera para el caso de los sabores, y consideran que existen mecanismos similares en otros sistemas.
En este sentido, para que la teoria del “aprendizaje de los seguro” -u otra teoria- fuese explicativa de
las diferencias en los distintos aprendizajes asociativos a los IIE largos, se debe asumir que el
modelo que proponen presenta variaciones dependiendo del tipo aprendizaje, sin embargo, es dificil
imaginar como responsable de estas diferencias a la formaciéon de “memorias seguras” que
interfieran con las asociaciones, ya que aunque este proceso al ser lento en el caso del sabor podria
explicar su gran resistencia a grandes IIE, en otros tipos de aprendizajes donde los intervalos
efectivos son del orden de segundos, es imposible pensar que la formacion de “memorias seguras”

puedan ocurrir tan rapido.

Como se puede ver, sigue sin ser explicada hasta nuestros dias la particularidad del CAS a resistir
grandes IIE. Seguramente no se deben de considerar como excluyentes algunas de las teorias que se
han propuesto a este respecto, sino como complementarias; en este sentido la teoria de interferencia
y la teoria de la seguridad aprendida explican varios fendomenos del CAS y junto con explicaciones
ya no fenomenologicas sino fisiologicas hardn que entendamos esta singularidad del CAS y del

CAO retronasal.
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ANEXO II

Estudios neuroanatémicos del condicionamiento aversivo al olor

R/

s Amigdala:

Son pocos los estudios que se han hecho con inactivaciones o lesiones extensas en el complejo de la
amigdala que abarquen varios de sus nucleos: Bermudez-Rattoni y cols. (1983a) reportaron que la
administracion de procaina (bloqueador de canales de sodio [3 ul 10%]) en el centro del complejo
de la amigdala (incluia el nicleo BLA, basomedial, lateral y central) 30 min antes del EC impide el
CAO potenciado sin afectar el CAS y produjo un déficit en el CAO ortonasal -todo evaluado a largo
plazo-. Curiosamente encontraron que si la administracion de procaina la hacian después del EC (2
0 27 min) se tendid a aumentar la aversion al sabor y al olor potenciado y se extinguia mas
lentamente®, ademas, aumento la neofobia hacia el complejo olor-sabor. Ese mismo afio Bermudez-
Rattoni y cols. (1893b) administraron fisostigmina (inhibidor de la acetilcolinesterasa) o
escopolamina (inhibidor de los receptores muscarinicos). Encontraron que la fisostigmina inhibio el
CAO potenciado sin afectar el CAS, mientras que la escopolamina no tuvo ningun efecto
significativo. Posteriormente Bermudez-Rattoni y cols. (1986) reportaron que lesiones electroliticas
amplias en la amigdala impiden el CAO ortonasal, CAO potenciando y CAS evaluado tres dias
después, ademas disminuy6 la neofobia a los olores, sabores o cuando el olor y sabor se presentaban
juntos. Mas recientemente Inui y cols. (2006) también encontraron que lesiones excitotoxicas con
acido iboténico que abarcaban los nucleos central, basolateral y lateral de la amigdala impiden el

CAO retronasal potenciado y el CAS cuando se evocan a largo plazo.

Estos primeros estudios sugirieron la participacion del complejo amigdalino en el condicionamiento
aversivo olfativo por via ortonasal, en su potenciacion por el sabor y en la neofobia. Sin embargo en
el estudio ya mencionado de Bermudez-Rattoni y cols. (1986), practicaron ademas lesiones
electroliticas en nucleos aislados de la amigdala, encontrando que solo las lesiones de los nucleos
lateral-basolateral y no las del medial-basomedial ni central, impidieron el CAO potenciando por el

sabor sin afectar el CAS, ademas, ninguna de las lesiones de los nucleos aislados afect6 la neofobia.

SNingun estudio posterior ha encontrado/buscado el efecto facilitador reportado por Bermidez-Rattoni y cols. en
1983.
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Después de los primeros estudios de la amigdala, la mayoria de los que involucran esta estructura se
han hecho utilizando la via retronasal y la PAOS y se han centrado en el nucleo basolateral (BLA),

por lo que proseguiremos con este nucleo y luego con los otros.

Usando la via ortonasal Ferry y cols. (1999) reportaron que la administraciéon de Muscimol en la
BLA [10 ng] 5 min después del olor no afectd el CAO. En este sentido todos los estudios que se han
realizado por la via retronasal han encontrado que la administracion de farmacos como el
propranolol (antagonista P—adrenérgico [1 pg/0.2 pl]), anisomicina (inhibidor de la sintesis de
proteinas [62.5 pg/0.5 pl] o muscimol (agonista de los receptores GABAA [0.25 pg/ 0.25 pl]) en la
BLA, evitan el CAO cuando se evoca a largo plazo solo si son administrados antes del olor (0.01%
acetato de isoamilo), y no tienen efecto si son administrados entre los dos estimulos, aunque sea
inmediatamente después del EC (Miranda et al., 2007; Desgranges et al., 2008 y Sevelinges et al.,
2009). La falta de evocacion a corto plazo de la mayoria de los estudios ha hecho que estas
deficiencias observadas sean interpretadas como una falla en la persistencia a corto plazo del trazo
de memoria del EC, como lo hacen Miranda y cols. (2007) y Sevelinges y cols. (2009). Sin
embargo, Desgranges y cols. (2008) administraron anisomicina antes del EC [62.5 pg/0.5 pl], y
encontraron aversion a corto plazo (4 h después de la adquisicion), y falta de ésta a largo plazo (3
dias después), lo que indica que la anisomicina y tal vez los otros farmacos en la BLA
interfieren con la consolidacion, en lugar de solamente con la representacion a corto plazo del
EC. Sin embargo dada la falta casi total de experimentos con evocaciones a corto plazo en los otros
estudios que involucran a la BLA, a la amigdala en su conjunto -0 en general a las demas
estructuras-, no se puede asegurar esto, ademas, se debe considerar que el hecho de afectar la
adquisicion de los estimulos o su asociacion puede hacer que se presente una MCP aparentemente
buena, y que a pesar de esto no se alcance a consolidar en una MLP. El que la administracion de los
farmacos después del EC y antes del EI no afecte el CAO retronasal, parece indicar que la BLA no
participa —directamente- en la integracion del EC con el EI (Miranda et al., 2007 y Desgranges
et al., 2008). Sin embargo en esta estructura converge tanto la informacion visceral como la olfativa
y algunos autores creen que alli se lleva a cabo la asociacion de los estimulos en el CAO (Ferry y Di

Scala, 1997).

Por otro lado la informacion que ha aportado el uso del modelo de la PAOS sobre la BLA coinciden
en general con lo encontrado en el CAO, ya que las lesiones electroliticas, el dafio excitotoxico por
acido iboténico o por NMDA, la administracion de muscimol [10 ng/ 0.2 pl], 6-hidroxidopamina

(produce una destruccion selectiva de neuronas catecolaminérgicas [4 pg/0.5 ul]) o de APV (D,L-2-
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2-amino-5-fosfonovalerato, un antagonista competitivo de los receptores NMDA [0,05 o 0,50 pg/
0.2 ul]) antes de la presentacion del EC en la BLA afecta la aversion potenciada al olor sin alterar el
CAS (Bermudez-Rattoni et al., 1986; Ferry et al., 1995; Fernandez-Ruiz et al., 1993; Ferry y Di
Scala, 2000; Hatfield y Gallagher, 1995 y Hatfield et al., 1992). Sin embargo, a diferencia de
Sevelinges y cols. (2009), Ferry y cols. (1995) en un CAO retronasal encontraron efecto cuando
administraron el mismo farmaco; muscimol [10 ng/0.2 pl] después del EC. Dicha diferencia se
puede deber a que, como se menciond anteriormente, la presentacion retronasal parece reclutar mas
estructuras durante la adquisicion de lo que hace la ortonasal. Por otro lado, se debe considerar que

no se hicieron evocaciones a corto plazo en ninguno de los experimentos de la PAOS.

En cuanto a la participacion de la BLA en la evocacion del CAO, los datos que se han reportado son
contradictorios, ya que la administracion de propranolol [1 pg/0.2 pl] no afectd la evocacion del
CAO retronasal (Miranda et al., 2007), ni la administracion de muscimol [10ng/ 0.2 pl] o APV
[0,05 0 0,50 pg/ 0.2 pl] afectaron la evocacion del CAO potenciado por un sabor (Ferry et al., 1995,
Ferry y Di Scala, 2000, Hatfield y Gallagher, 1995). Mientras que, contrario a esto, se encontrd
efecto con la administracion de muscimol [0.25 pg/ 0.25 pl] en la evocacion del CAO retronasal
(Sevelinges et al., 2009) y con lidocaina (un bloqueador de los canales de sodio [4%]) en el CAO
potenciado (Shionoya y Datiche, 2009).

Aunque no queda claro si la BLA juega un papel en la evocacion del CAO por los reportes
contradictorios, se debe considerar que de ser el caso, esta estructura podria tener dos papeles
diferentes: que intervenga en la recuperacion de la memoria del CAO o que almacene parte del
engrama. La primera se refiere a que sea una estructura que comunique o regule durante la
evocacion la actividad de otras que almacenan directamente el engrama del CAO, mientras que la
segunda implicaria que la codificacion del EC y/o EI y/o su asociacion estén almacenados, al menos

en parte, en la BLA propiamente. Actualmente es dificil descartar alguna de estas posibilidades.

En resumen parece ser que uno de los papeles mas importante y consistentes de la BLA en el
CAO es la consolidacion de la memoria. Un estudio que apoya este papel es el de Ferry y Di
Scala (1997), quienes investigaron el efecto de la microinyecciones de metioduro de bicuculina
(antagonista de los receptores GABAA [39 o 59 pmol/0.2 pul]) en esta estructura 5 min después de
la presentacion del estimulo condicionado (aroma de almendras ortonasal), el cual fue seguido 30
minutos mas tarde, por una toxicosis inducida por LiCl. Considerando que en estas condiciones

experimentales las ratas control y con 39 pmol de bicuculina no desarrollaron condicionamiento
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aversivo al olor, y que las ratas tratadas con 59 pmol si lo hicieron, esto sugiere que el bloqueo de
los receptores GABA, facilito el aprendizaje dependiendo de la concentracion, ya que la
administracion de bicuculina (59 pmol) no funciondé como EI per sé. Estos autores sugieren que el
bloqueo de los receptores GABAA puede prolongar la duracion del trazo olfativo, por lo que se
volveria accesible a la asociacion con la toxicosis retardada, y que en combinacion con resultados
anteriores se apoyaria la hipotesis de que el sistema GABAérgico de la BLA ejerce control sobre la
duracién de corto plazo del trazo de memoria del olor en el paradigma del CAO —aunque como se

menciona en la introduccidn esta hipotesis se tiene que replantear-.

Los ultimos datos parecen indicar que durante el condicionamiento aversivo, la inhibicion de la
BLA (por ej. por medio de la transmision gabaérgica) dafia el aprendizaje, principalmente la
consolidacion -puede ser desde la adquisicion-, y que su activacion potencia el condicionamiento
aversivo. La actividad diferencial de la BLA en los distintos tipos de condicionamiento aversivo
alimenticio pueden explicar, al menos en parte, las resistencias dispares que estos tienen frente a los
IIE largos. Asi, el CAS que resiste los mayores IIE podria desplegar una mayor actividad de la
BLA, seguido del CAO retronasal y por ultimo el CAO ortonasal, que induciria la menor actividad -

0 mayor inhibicion- de la BLA.

En cuanto a los otros ntcleos de la amigdala; se ha reportado que el ntcleo central (lesiones con Ac.
iboténico y electroliticas) y el medial-basomedial (lesiones electroliticas) no participan en el CAO
potenciado por un sabor ni en el CAS (Bermudez-Rattoni et al., 1986; Hatfield et al., 1992).
Ademas Hatfield y cols. (1992) no encontraron participacion del nucleo central en una prueba de
discriminacion aversiva olfativa (Ac. ibotenico), sin embargo, en el estudio de Desgranges y cols.
(2008) en el que encontraron efecto con la administracion de anisomicina en la BLA, marcaron Fos
y encontraron que su protocolo inhibié ademas de la BLA, al nicleo central, por lo que es posible

que este nucleo también participe en la consolidacion del CAO.

¢+ Corteza insular
Se han utilizado para el estudio de esta estructura en el CAO y CAO potenciado por el sabor una
gran variad de estrategias como lesiones electroliticas (Lasiter et al., 1985), aspirativas (Kiefer et
al., 1982), excitotoxicas con acido iboténico (Inui et al., 2006) o con NMDA (Roman et al., 2006 y
Lin et al., 2009), o mediante la administracion de farmacos como 6-hidroxidopamina [4 pg/0.5 ul]
(Fernandez-Ruiz et al., 1993) y anisomicina [100 pg /1 pl] (Desgranges et al., 2009). La mayoria de

estos estudios no han encontrado efecto de estas manipulaciones realizadas antes de la adquisicion
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en el CAO ortonasal y retronasal, ni en el CAO potenciado por el sabor o a lo mucho un leve efecto,
tampoco han encontrado efectos cuando la manipulacion es previa a la evocacion. Sin embargo,
cuando las manipulaciones se realizaron antes del condicionamiento o previo a la evocacion, han
encontrado un gran deterioro o falta total del CAS al ser condicionado usando el sabor solo o
cuando este estuvo acompafiado por un olor, ademas se ha reportado pérdida o atenuacion de la

neofobia al gusto.

En contraste Roman y cols. (2006) no encontraron efectos en el CAO retronasal mediante lesiones
excitotoxicas con NMDA en la corteza insular practicadas antes de la adquisicion —como otros
estudios-, sin embargo tampoco encontraron efectos en el CAS. Ademas Lasiter y cols. (1985)
quienes realizaron lesiones electroliticas, encontraron que los animales lesionados en la corteza
insular posterior adquirieron aversiones gustativas y CAO potenciado normales, pero las lesiones en
la parte anterior de esta estructura impidieron el CAS y el CAO potenciado. Asimismo, se debe
mencionar que aunque dos estudios reportan que hay expresion normal del CAO potenciado, los
animales con lesiones excitotoxicas antes de la adquisicion (Inui et al., 2006), o por aspiracion post
adquisicion (Kiefer et al., 1982) en la corteza insular, extinguieron el CAO mas rapido que sus

controles, lo que podria indicar que es necesaria esta estructura para obtener un CAO 6ptimo.

Es destacable el que numerosos autores han encontrado que a pesar de la falta de CAS por
manipulaciones de la corteza insular -evaluado a largo plazo-, el sabor logra potenciar al olor (por
ej. Fernandez-Ruiz et al., 1993; Inui et al., 2006 y Kiefer et al., 1982). Parece entonces, que la
integridad de la corteza gustativa no es una condicion necesaria para la adquisicion y retencion del
CAO potenciado. Esto puede parecer paradojico, como lo explica Kiefer y cols. (1982): Este patron
puede estar relacionado con la disociacion entre la deteccion y la realizacion de funciones primarias
como algunos comportamientos simples y reflejos, con la relevancia asociativa de los estimulos
gustativos, por lo que después de la ablacion de la corteza insular los umbrales de deteccion y
funciones basicas de preferencia-aversion para el gustos son normales, pero no son salientes como
sefales asociativas con el malestar. Por lo que, al parecer, los aspectos funcionales del sabor como
potenciador de las sefiales olfativas en el sistema emético estan neurologicamente separados o son
independiente de los mecanismos corticales responsables de las aversiones gustativas que se
consiguen con los sistemas subcorticales intactos. Adicionalmente Inui y cols. (2006) sefialan que
existe la posibilidad de que el mecanismo neural subyacente a la PAOS sea bastante simple; un
subconjunto de neuronas amigdalinas recibe entradas convergentes del sistema gustativo y olfativo,

las entradas del sabor mejoran la capacidad de respuesta a las entradas del olor, y esta respuesta
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potenciada del olor asociada con las entradas viscerales conduce a la formacion del CAO

potenciado por el sabor.

%+ Corteza entorrinal

Aunque algunos estudios han encontrado que la ablacion por aspiracion de la corteza entorrinal no
afecta el CAO potenciado por el sabor ni el CAS (Ferry et al., 1995) y que la lesion con NMDA
tampoco afecta el CAO ortonasal con IIE cortos (5min) (Ferry et al., 2006), en 1996 Ferry y cols.
reportaron que cuando se evalta tres dias después del condicionamiento, la lesién de esta estructura
facilita el CAO ortonasal con IIE largos (30-120 min), los cuales normalmente son demasiado
largos para generar una buena aversion. Asimismo, esta lesion no afectd el CAS aun después de
incrementar el IIE. Posteriormente, Ferry y cols. (1999) replicaron estos resultados y reportaron que
esta facilitacion puede ser revertida si se administra muscimol en la BLA 5 minutos después del EC
[10 ng]. Esta administracién no produce efecto sobre el CAO ortonasal ni retronasal con intervalo
de 5 min (Ferry et al., 1999 y Sevelinges et al., 2009), pero si afecta al CAO facilitado por el sabor
(Ferry et al., 1995).

Mas recientemente, Ferry y cols. (2006) ampliaron estos resultados al examinar si la parte medial,
lateral o el conjunto de la corteza entorrinal eran las responsables de esta facilitacion del CAO
ortonasal mediante lesiones excitotoxicas producidas con NMDA. Encontraron que la lesion de la
parte medial no produce la facilitacion, mientras que las lesiones extensas o solo de su parte lateral
favorecen el CAO ortonasal con intervalos largos (120 min). Una de las cosas que parecen indicar
este experimento y los anteriores, es que la corteza entorrinal a pesar de recibir inervacion directa
del BO no almacena parte de la memoria del CAO, sino que su funcidon general seria regular a otras
estructuras durante su aprendizaje, dicha regulacion parece ser negativa ya que su desactivacion

favorece el CAO.

Ademas de la facilitacion observada en el CAO, también se ha visto que la ablacion de la corteza
entorrinal produce una mejora en el rendimiento en una prueba de reconocimiento olfativo, ya que
produce que retengan la memoria hasta los 120 min, lapso en el que ratas control ya no la presentan
(Wirth et al., 1998). En este estudio encontraron que la lesion de esta estructura produce un brote de
fibras colinérgicas septohipocampales en los dos tercios exteriores de la capa molecular del giro
dentado, sin embargo su papel no queda claro en la potenciacion observada. Ademads, se ha

reportado que las lesiones electroliticas de la corteza entorrinal produce que ratas aprendan a
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discriminar los olores en una tarea operante significativamente mas rapido (aunque el entrenamiento

sea limitado), dicha memoria sigue presente aun después de dos meses (Otto et al., 1991).

% Hipocampo
Miller y cols. en 1986 realizaron lesiones electroliticas en el hipocampo encontrando que éstas
interrumpian de manera importante el CAO retronasal, y en cierto grado el CAO retronasal
presentado junto con un sabor, sin embargo, cuando se evocaba unicamente con el sabor solo habia
un ligero déficit en la aversion. Por otro lado, encontraron que la respuesta neofobica estaba
disminuida tanto para el olor retronasal, como para el compuesto olor-sabor. Posteriormente
Bermudez-Rattoni y cols. (1987) incrementaron la actividad colinérgica del hipocampo dorsal con
fisostigmina (inhibidor reversible de la acetilcolinesterasa, 3 pg/ul) provocando una marcada
atenuacion del CAO ortonasal y CAO potenciado, mientras que la aversion al sabor permanecid
intacta. Ademads, cuando la actividad colinérgica del hipocampo se redujo por la microinyeccion de
escopolamina (10 pg/ml) no produjo ningtn efecto en la potenciacion del olor en el primer dia de
prueba, pero la extincion de este grupo se redujo significativamente el segundo dia, mientras que el
CAO ortonasal y el CAS permanecieron igual. Estos resultados sugieren que la actividad

colinérgica del hipocampo participa en la adquisicion del CAO.

% Otras estructuras
Antes de mencionar los estudios que se han realizado en otras estructuras relacionadas con el CAO,
queremos recalcar la falta total de estudios de la corteza piriforme, a pesar de que durante mucho

tiempo fue considerada la corteza olfativa primaria.

Lasiter y cols. (1985) reportaron que animales con lesiones electroliticas en la neocorteza
orbitofrontal y la corteza insular posterior adquirieron aversiones gustativas y CAO potenciado por
el sabor normales, por lo que las regiones neocorticales situadas inmediatamente rostral, dorsal o
caudal a la corteza gustativa insular anterior juegan un papel relativamente menor en el aprendizaje

de la PAOS.

Ademas Desgranges y Ferreira (observacion no publicada en Desgranges et al., 2009) encontraron
que la corteza orbitofrontal no es necesaria para el CAO, ya que su inactivacion transitoria no afectd
la adquisicion ni recuperacion. Ademas, en otra region cortical estudiada, la corteza fronto-parietal,
las microinyecciones de escopolamina o fisostigmina antes del EC no tuvieron ningtin efecto en el

CAO potenciado o en el CAS Bermudez-Rattoni y cols. (1987).
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Inui y cols. (2006) encontraron que lesiones excitotoxicas de la parte parvicelular del nucleo
talamico ventroposteromedial impiden el CAS durante la PAOS sin impedir el CAO retronasal
potenciado, sin embargo este ultimo extingue mas rapido. Ademas estas mismas lesiones no tienen

ningun efecto en el CAO retronasal o su extincion.

Las lesiones excitotoxicas con NMDA en el hipotalamo lateral o electroliticas en el nicleo de la

estria terminal no afectan el CAO retronasal ni el CAS (Roman et al., 2006).

En cuanto al estriado se ha reportado que las lesiones excitotoxicas por acido iboténico del nicleo
caudado putamen no afectan el CAO potenciado por el sabor ni el CAS (Ferry et al., 1995).
Igualmente, Bermtidez-Rattoni y cols. (1989) reportaron que la administracion de procaina o las

lesiones electroliticas en el neoestriado dorsal o ventral no afectan el CAO potenciado ni el CAS.
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ANEXO III

El MK-801

También conocido como dizocilpina (Dravid et al., 2007), es el antagonista no competitivo
especifico de los receptores NMDA mas utilizado en experimentacion (Riedel et al., 2003), bloquea
todas las subunidades del receptor de NMDA en una forma no selectiva (Dravid et al., 2007). Se le
considera un bloqueador de canal abierto, ya que requiere que el poro del receptor esté abierto para
acceder a su sitio de union y causar un bloqueo de la actividad del receptor, debido a este requisito,
la aparicion de la inhibicion es dependiente del uso y aumenta al aumentar la probabilidad de
apertura del canal (Neely y Lingle, 1986; Huettner y Bean, 1988). Tras el cierre del canal, este
antagonista se puede quedar atrapado en el poro, por lo que es considerado ademas, un “bloqueador
de captura o atrapado”. El bloqueo reversible que produce este antagonista y otros de su tipo, es
lento de revertir y requiere la reactivacion del canal por los agonistas antes de que el bloqueador se

pueda disociar (Brackley et al., 1993; Parsons et al, 1995; Blanpied et al, 1997).

El MK-801 —y otros antagonistas de los receptores NMDA- al ser administrados sistémicamente,
producen una reducciéon del tono muscular, descoordinaciéon motora (ataxia), hiperactividad,
movimientos lado a lado, comportamiento de dar vueltas y efectos bifasicos en la actividad
ambulatoria aumentando en dosis bajas y disminuyendo en dosis altas (Jackson y Sanger, 1989;

Murata y Kawasaki, 1993; Traverso et al., 2003).
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