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RESUMEN

La memoria refiere al conjunto de mecanismos asociados con el almacenamiento,
mantenimiento y recuperacion de informacion sobre eventos pasados. El proceso de
reconsolidacion se encarga de almacenar y actualizar la informacién de la memoria. La
investigacion indica que la reconsolidacion se desencadena al reactivarse (evocarse) una
memoria consolidada con informacidn nueva relevante. Una vez activa, existe una ventana
temporal en que la memoria es susceptible de ser modificada. Sin embargo, se ha propuesto
y encontrado en varias tareas y &reas cerebrales la independencia de los procesos
evocacion/reconsolidacion. La disociacion evocacion/reconsolidacion no se ha evidenciado
en la memoria espacial. La presente investigacion busca estudiar si la reconsolidacion de
una memoria es independiente de su evocacion en el laberinto acuatico de Morris, mediante
blogueo selectivo de ambos procesos manipulando farmacoldgicamente deacetilasas de
histonas y los receptores del acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico en el
hipocampo de ratas. El presente estudio muestra evidencia de que la informacion espacial
ya consolidada puede ser actualizada, incluso hacia la extincion, independientemente de
que el trazo de memoria se exprese en conducta en evocacion, es decir, con independencia
de que el trazo se reactive previamente. Los resultados también sugieren que los procesos
de reactivacion y evocacion manifiesta de la memoria son distintos y requieren mayor

delimitaciéon molecular.



1. INTRODUCCION

La memoria es el proceso por el cual mantenemos y recuperamos experiencias pasadas para
usar la informacion en el presente (Tulving, 2000). Como proceso, la memoria se refiere al
conjunto de mecanismos dindmicos asociados con el almacenamiento, mantenimiento y

recuperacion de informacion acerca de eventos pasados (Sternberg y Sternberg, 2012).

La consolidacion de la memoria se refiere al proceso por el cual un trazo de informacion
labil adquirido a corto plazo se almacena a largo plazo creando una memoria estable, que se
mantiene (Paller, 2009). Mientras que la memoria a corto plazo solamente requiere
modificaciones covalentes en las proteinas existentes, para que ocurra la memoria a largo
plazo a nivel celular es necesaria la sintesis de proteinas de novo, expresion génica mediada
por CREB, asi como la formacidn de nuevas conexiones sinapticas (Milner y cols., 1998;

Nader y Hardt, 2009).

Una vez que un trazo de memoria se encuentra en estado estable o consolidado se dice que
esta inactivo (Nader y Hardt, 2009) por lo que no es susceptible de modificarse. Sin
embargo, independientemente del tiempo de la memoria almacenada, ésta puede alterarse si
pasa a un estado activo mediante su reactivacion, generalmente producida por la presencia
de un estimulo relevante asociado a la memoria consolidada (Riccio y cols., 2006). Es
precisamente cuando la memoria es labil o activa cuando puede ocurrir el proceso de
reconsolidacion, proceso por el cual la informacion vuelve a estabilizarse integrando datos
nuevos Y relevantes a la antigua memoria consolidada (Rodriguez-Ortiz, 2007; Nader y

Hardt, 2009). A nivel molecular, la reconsolidacion de la memoria presenta los mismos



requerimientos que la consolidacion, a excepcion que en la reconsolidacion se afiade la
expresion de por lo menos un gen de expresion temprana, el Zif268 (Lee y Hynds, 2013).
Los procesos de consolidacion y reconsolidacion son dependientes de tiempo, siendo que la
cascada molecular que involucra su activacion, mantenimiento y término posee una
duracién aproximada de 6 horas (Schafe y LeDoux, 2000). El proceso de reconsolidacién

es dependiente de la reactivacion de la memoria (Nader y Hardt, 2009).

En el estudio de la reconsolidacién se consideran como dificultades teoricas el claro
establecimiento de sus condiciones limite, es decir, las circunstancias fisioldgicas,
contextuales o psicolégicas en que un trazo particular de memoria procede a la
reconsolidacion o no. Algunas de las condiciones limite propuestas son el tiempo de la
memoria, la predictibilidad del estimulo reactivador de la memoria consolidada, la

intensidad del entrenamiento, entre otros (Nader y Hardt, 2009).

En el campo de la reconsolidacion existen reportes que ponen en discusion los propios
parametros para iniciar el proceso, en particular la necesidad de evocacion de la memoria
(Garcia-delaTorre y cols., 2014). A pesar que el fendmeno de reconsolidacion posee amplia
evidencia en numerosas estructuras cerebrales (Tronson y Taylor, 2007) y en variadas
especies (Nader y Einarsson, 2010; Balderas y cols., 2013; Barreiro y cols., 2013; Coccoz y
cols., 2013), su clara delimitacién, asi como la determinacién de los requisitos para

desencadenarla requiere ganar mayor claridad.



2. ANTECEDENTES

2.1. Aprendizaje y memoria

El aprender involucra cambios duraderos en la eficacia sinaptica del sistema nervioso
debido a la experiencia (Ellis, 2013). Es por el aprendizaje que los organismos modifican su
conducta para adaptarse y enfrentar los cambios del medio circundante (Morgado Bernal,
2005). La base fisiologica preponderante del aprendizaje se encuentra en los cambios en las
interconexiones entre neuronas, en particular en el fortalecimiento de las sinapsis o
conexiones electro-quimicas entre neuronas existentes o en la formacion de nuevas
conexiones (Carlson, 2005). Basicamente, el aprendizaje refiere a como la experiencia
modifica las neuronas de modo que resulta en cambios sobre la conducta. El psicélogo
Donald Hebb propuso una explicacion para como este cambio ocurre sobre las neuronas
dada la experiencia: “Cuando el axon de una célula A se encuentra suficientemente cerca
como para excitar una célula B y participa repetida o persistentemente en la conexion
sinaptica, ocurre algin proceso de crecimiento o cambio metabolico en una o ambas
células, de manera que la eficiencia de la célula A, como una de las células que excitan a B,

se ve incrementada” (Hebb, 1949).

Lo que aprendemos es almacenado en el cerebro constituyendo el proceso denominado
memoria, 1o que hace persistente el aprendizaje en un organismo (Morgado Bernal, 2005).
El proceso de memoria también abarca la recuperacion de la informacion almacenada para

su uso (Milner y cols., 1998).



La formacién de una memoria incluye al menos dos estadios: la memoria de trabajo y la
memoria a largo plazo. El sistema de memoria de trabajo se encarga de almacenar una
cantidad limitada de informacion por un lapso de tiempo corto. En cambio, la memoria a
largo plazo consiste en un sistema que almacena una gran cantidad de informacion
constituyendo memorias estables y duraderas (Sprenger, 1999). Mientras que la memoria a
corto plazo requiere modificaciones covalentes en las proteinas existentes, para que ocurra
la memoria a largo plazo, a nivel molecular, es necesaria la sintesis de proteinas de novo,
expresion génica mediada por elementos de respuesta a AMP ciclico (CREB), y en
ocasiones la formacion de nuevas conexiones sinépticas (Milner y cols., 1998; Nader y

Hardt, 2009).

La neurociencia sugiere que la memoria a largo plazo puede distinguirse en sistemas de
memoria que funcionan de manera independiente, controlando cada uno diferentes tipos de
informacion y respuestas (White y McDonald, 2002). ElI modelo de memoria de Squire
(2004) describe 6 tipos de memoria englobados en dos sistemas béasicos, memoria
declarativa y no declarativa (ver figura 1), cuya distincion basica se fundamenta en la
capacidad de acceso consciente. La memoria declarativa permite acceso consciente a los
hechos, conocimiento general (memoria semantica) y experiencias personales en un
contexto espacio-temporal (memoria episddica) y la memoria no declarativa resulta en el
acceso no consciente a un conjunto de aprendizajes perceptivos, de estimulo-respuesta y
motores (Henke, 2010; Kahana, Howard y Polyn, 2008). Las memorias no declarativas, por
tanto, operan de manera automatica no consciente, no incluyen hechos y controlan varios

tipos de comportamientos (Curran, 2014).
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MEMORIA

DECLARATIVA NO DECLARATIVA
HECHOS =——p——EVENTOS PROCEDIMENTAL PRIMING APRENDIZAJE NO
(HABILIDADES Y CONDICIONAMIENTO ASOCIATIVO
Y APRENDIZAJE CLASICO

HABITOS) PERCEPTUAL

RESPUESTAS RESPUESTAS
EMOTIVAS MOTORAS

LOBULO TEMPORAL MEDIAL ESTRIADO NEOCORTEZA AMIGDALA CEREBELO VIAS
DIENCEFALO REFLEJAS

Figura 1. Sistemas de memoria que componen la memoria declarativa y no declarativa. Las imagenes
representan las areas cerebrales asociadas a los sistemas de memoria declarativa y no declarativa en

mamiferos. Reproducido y traducido de Squire (2004).

En lo cotidiano, las diferentes formas de memoria operan de manera paralela,
interactuando, y en el caso de dafio al sistema nervioso, compensandose una a la otra en

cierto grado (Henke, 2010).
2.2. Memoria espacial

Ademas de las memorias episodicas y semanticas que constituyen el sistema de memoria
declarativa, existe una memoria declarativa que permite la navegacion espacial mediante el
mapeo cognitivo, la memoria espacial. Su forma de expresion se declara 0 demuestra
consiguiendo observar como el organismo va de un lado a otro de manera eficaz empleando
el mapeo cognitivo, es decir, aprendiendo las relaciones y distribuciones espaciales entre

las sefiales u objetos del ambiente (Good, 2002).
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En animales de laboratorio (ratas principalmente) la memoria espacial normalmente se
evalla mediante una tarea de laberinto de agua ideada por Morris (1981). Su propuesta
consiste en una piscina circular de aproximadamente 1.3 m de didmetro con agua que no
permite sea visible una plataforma localizada unos centimetros debajo del nivel de la
superficie del liquido. La tarea requiere que las ratas encuentren la plataforma basandose en
claves visuales (muebles, ventanas, posters, etc.) localizadas alrededor de la alberca. A lo
largo de varios ensayos donde las ratas parten de un punto distinto cada vez, éstas aprenden

a nadar directamente hasta la plataforma oculta (Carlson, 2005).

La informacion de la organizacion espacial del ambiente se encuentra representada por
patrones de actividad en circuitos de neuronas de la formacion hipocampal (Sasaki y cols.,
2015). Este rol de la memoria espacial en el hipocampo parece generalizarse a través de las
distintas especies (Carlson, 2005). Las células del hipocampo son sensibles a sefiales
visuales y vestibulares que permiten la integracién de la ubicacion (Good, 2002). De lo
anterior se hace evidente que en la tarea de laberinto de agua el hipocampo representa el

papel primordial (Vorhees y Williams, 2006).

2.3. Hipocampo

El hipocampo es una de las regiones que en conjunto conforman la formacién hipocampal,
que se encuentra localizada en el I16bulo temporal medial y que se extiende hacia la longitud
del piso del cuerno inferior del ventriculo lateral (Kiernan, 2012). Como indica la figura 2,

la formacion hipocampal se compone, a su vez, del giro dentado, la corteza entorrinal y el
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subiculo (Bear, Connors y Paradiso, 2007). El hipocampo como tal consiste en tres

subcampos principales: CAl, CA2 y CA3 (Schultz y Engelhardt, 2014).

Figura 2. Formacion hipocampal de rata e interconexiones entre las diferentes areas. CA1-CA3:
Hipocampo, DG: Giro Dentado, Sub: Subiculo y EC: Corteza Entorrinal. Reproducido de Ramén y Cajal,
1909.

El a&rea CA1 del hipocampo es especialmente rica en receptores glutamatérgicos NMDA de
modo que en esta region se puede inducir facilmente la potenciacion a largo plazo. La
potenciacion a largo plazo es un fendmeno de plasticidad sindptica que se relaciona con el
aprendizaje, consiste en el aumento de la eficacia sinaptica consecuente con la estimulacién
breve de alta frecuencia (Shors y Matzel, 1997). Kentros y sus colaboradores (1998),
encontraron que la potenciacion a largo plazo mediada por NMDA es necesaria para que se
consoliden los campos espaciales en CAL, pero no para su establecimiento a corto plazo.
Cabe destacar que el fortalecimiento de las sinapsis, dada la potenciacién a largo plazo, se
logra gracias al aumento de receptores glutamatérgicos AMPA en la postsinapsis (Anggono
y Huganir, 2012). Estas propiedades del hipocampo lo hacen particularmente plastico y

esencial para el almacén de memoria.
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El hipocampo dorsal de ratas (CALl) y posterior en humanos, contiene las denominadas
células de lugar que intervienen directamente en la navegacion espacial. La existencia de
mapas espaciales en el hipocampo no indica que cada neurona codifique una localizacion
particular, sino que esta informacidn se representa por patrones de actividad en los circuitos
neuronales del hipocampo. Estos circuitos reciben a su vez informacion de la propia

locomocion del animal integrando la memoria espacial (Good, 2002).

El hipocampo no solo resulta fundamental para el desarrollo eficaz de la navegacion por el
espacio, se han descrito importantes funciones de ésta estructura para otros procesos de
memoria. El hipocampo interviene en la transformacion de memorias declarativas de corto
plazo a largo plazo y en la formacion y codificacion de las mismas (Shapiro y Eichenbaum,
1999). Dados los estudios de amnesia, también se ha podido concluir que el hipocampo no
es la sede de la memoria a largo plazo ni es necesario para la recuperacion de recuerdos
remotos, asimismo que el hipocampo no esta involucrado en la manutencién de la memoria
a corto plazo (Milner y cols., 1998); sin embargo, Kumaran (2008) indica que el hipocampo
posee una funcién importante en la codificacién y evocacién de memorias a corto plazo de

tipo asociativo (aprendizaje en que una nueva respuesta se asocia a un estimulo).

El hipocampo ademas de proporcionar la capacidad de orientarse en el espacio, esta
implicado en el aprendizaje de las relaciones entre estimulos no espaciales y situaciones.
Las memorias son codificadas por el hipocampo en una representacion integrada
conjugando las diversas caracteristicas de un estimulo o situacion (Eichenbaum y cols,

1996).
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2.4. Evocacion

La evocacion se trata del proceso por el cual trazos de memoria relevantes que estan
almacenados son reactivados por sefiales del ambiente o internas (Rugg y Wilding, 2000).
El hecho de que las memorias consisten en representaciones integradas de las
caracteristicas de un objeto o evento implica para la evocacion que 1) cada caracteristica
conforma una ruta de recoleccion y recuperacion de la informacion relacionada, lo que
implica que tenemos acceso a las memorias a pesar de que los datos proporcionados por el
entorno sean limitados o incompletos y 2) también implica que la evocacion de una
memoria dada una sefial, sera mas eficaz en tanto dicha sefial y su contexto relacionado se
parezcan mas al ambiente y sefiales en que se codific6 o modificd por Gltima vez el trazo de

memoria en cuestion (Smith y Kosslyn, 2006).

De acuerdo al tipo de memoria, diferentes areas cerebrales se encuentran relacionadas con
la evocacién. En particular, se ha demostrado que los receptores glutamatérgicos AMPA
tienen un papel importante en la evocacion conductual de la memoria, siendo que el
bloqueo farmacoldgico de estos receptores con un antagonista, CNQX, impide la expresion
conductual de una memoria ya almacenada. Este efecto en torno a los receptores AMPA se
ha evidenciado en diversas estructuras como las cortezas insular y perirrinal, la amigdala y
el hipocampo, por tanto, en diferentes paradigmas de memoria como el condicionamiento al
miedo, evitacion inhibitoria, condicionamiento aversivo al sabor y reconocimiento de
objetos (Liang y cols., 1994; Bast y cols., 2005; Yasoshima y cols., 2005; Ben Mamou y

cols., 2006). Segun Lopez y cols. (2015), la sintesis de proteinas y los niveles estables en la

15



postsinapsis de receptores AMPA con la subunidad GIuA1l, a partir de su actividad de
trafico mediada por receptores NMDA, son necesarios para una evocacion exitosa de la

memoria.

De las &reas estudiadas en relacion a la necesidad de receptores AMPA para la evocacion
de memorias, el hipocampo destaca por su participacion fundamental y selectivo en la
recoleccion de memorias episodicas, por ejemplo, en la memoria espacial (Eldridge y cols.,
2000). Cuanto més difusa se hace una memoria, el hipocampo deja de poseer un papel en su
evocacion, siendo que esta estructura codifica y recupera detalles, integrando relaciones
especificas entre elementos del contexto (Wiltgen y cols., 2010). En aras de descubrir las
areas implicadas en la evocacion de los distintos tipos de memoria también se ha empleado
la inhibicidn selectiva de areas del cerebro mediante la activacion de los receptores GABAAa

(Holt y Maren, 1999; Balderas, Rodriguez-Ortiz y BermUudez-Rattoni, 2013).

Por otro lado, el I6bulo frontal resulta de importancia para elaborar procesos que modulan
la evocacion, permitiendo un plan de evocacion y manejando mecanismos que resuelven la
competencia o interferencia entre trazos de memoria cuando varios de estos trazos son
recuperados ante la misma sefial o estimulo. El I6bulo frontal permite evaluar la
informacién evocada de manera que el organismo tome decisiones basadas en lo

recolectado (Rugg y Wilding, 2000).

2.5. Consolidacion

La consolidacion es un proceso de estabilizacién dependiente de tiempo que lleva

eventualmente al almacén permanente de memorias recientemente adquiridas (Nader,
16



Schafe y LeDoux, 2000). Normalmente, se entienden dos niveles de andlisis para estudiar la
consolidacion: el de sistemas y el celular. El nivel de sistemas consiste en la reorganizacion
de la informacion declarativa de la memoria a largo plazo del hipocampo a otras estructuras
cerebrales, generalmente areas de la neocorteza. Este proceso puede llevar de dias a afios.
El nivel de explicacion celular en consolidacion, por otro lado, refiere a la transformacion
de la informacion a una forma a largo plazo resultando en la activacién de cascadas
intracelulares, modificaciones postraduccionales y de la modulacion de la expresion de
genes, que en conjunto alteran la eficacia sindptica (Dudai, 2012). Son las nuevas
conexiones sinapticas los cambios que subyacen a almacenamientos de memoria que
persisten por largos periodos. El proceso de consolidacion ocurre de minutos a horas
(Paller, 2009) y requiere sintesis de proteinas (Milner y cols., 1998). Para conseguir su
efecto, la consolidacion emplea los mecanismos que median la plasticidad sinaptica, tal

como la potenciacion a largo plazo (Alberini, 2005).

El criterio mas empleado para inferir el proceso de consolidacién en un organismo consiste
en la existencia de una ventana de tiempo de susceptibilidad a agentes amnésicos, de otro
modo se interpreta que el proceso en cuestion se relaciona con la expresion o
mantenimiento de la memoria (Shema y cols., 2007). En particular, si se bloquea la sintesis
de proteinas, se altera la retencion a largo plazo de una memoria cuando este blogqueo
ocurre poco después del aprendizaje, pero no existe ningin efecto deletéreo sobre el
mantenimiento de la memoria si el tratamiento es postergado varias horas (Eichenbaum,

2011).

17



Aunque diferentes &reas cerebrales se encuentran relacionadas con la evocacion de acuerdo
al tipo de memoria, en el caso de la consolidacion el hipocampo tiene un papel comun en la
integracion y modificacion de los diferentes trazos de memoria para su consolidacion. Se ha
visto particularmente que el area CALl del hipocampo se encuentra selectivamente

relacionada con el proceso de consolidacion (Daumas y cols., 2005).

Generalmente se asumia que el proceso de consolidacion de una memoria s6lo ocurre una
vez, es decir, ya que la informacion se consolida la memoria se almacena de manera
permanente (McGaugh, 2000). Sin embargo, actualmente es un hecho que la informacion
consolidada es susceptible de ser modificada al desarrollarse el proceso de memoria

Ilamado reconsolidacion (Dudai, 2004).

2.6. Reconsolidacion

El concepto de reconsolidacion, a diferencia del antiguo postulado de las memorias
consolidadas estaticas, propone que las memorias almacenadas, ya consolidadas, pueden
reentrar a un estado activo dindmico en el que son susceptibles a cambios. En el proceso de
reconsolidacién, una memoria almacenada (inactiva) que deviene activa se estabiliza con el
tiempo dando lugar a una memoria nuevamente inactiva, reconsolidada, que a su vez es
capaz de volver a activarse para integrar nueva informacion (ver figura 3). Al parecer la
reactivacion de una memoria desencadena un proceso muy similar a la consolidacion

(Nader y Hardt, 2009).
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Reactivacion

Memoria inactiva

Reconsolidacion

Figura 3. Modelo de reconsolidacién. Las memorias nuevas y las reactivadas se encuentran en un estado
activo, y se estabilizan con el tiempo en un estado de memoria inactiva. Reproducido y traducido de Nader y
Hardt, 2009.

Existen dos fases distintas en el proceso de reconsolidacion: desestabilizacién producida
por la reactivacion de la memoria y la reestabilizacion, que lleva a la reconsolidacion.
Ambos procesos poseen mecanismos distintos, y la mayor parte de la investigacion se ha

dirigido a conocer la base subyacente a la reestabilizacion (Lee, 2013).

La reconsolidacion forma parte de los procesos basicos de memoria. Se ha comprobado de
manera extensa en tipos de aprendizaje simples y complejos, en invertebrados y

vertebrados, asi como en condicionamientos aversivos y con recompensa (Dudai, 2006).

Los experimentos clasicos de Nader y Hardt (2009) en reconsolidacion emplean
anisomicina, un inhibidor de sintesis de proteinas, poco después de ser reactivada o
evocada una memoria, quedando intacta la memoria a corto plazo, mas no el trazo a largo a

plazo. Asimismo, cuando la administracién de anisomicina es posterior a 6 horas de
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reactivada una memoria, es ineficaz para alterar el trazo mnémico a largo plazo, lo que
segun Nader y Hardt (2009) sugiere que existe un periodo labil poco después de ser
evocada una memoria. La infusion de anisomicina no compromete de manera permanente
la habilidad para aprender o la integridad del area en la que se administra, ya que los
animales que la reciben pueden ser reentrenados y aprender de manera normal (Dudai,
2006). En resumen, una modificacion en los procesos celulares implicados durante el
periodo l&bil (activo) de memoria se ve reflejada sobre el desempefio conductual-mnémico
al menos 24 horas después. Cuando las memorias son evocadas devienen en plasticas
(Nader y Hardt, 2009). Alun maés, solamente cuando se presenta informacion nueva
relacionada con el trazo previamente consolidado, la anisomicina es capaz de bloquear la
reconsolidacion por su efecto inhibitorio sobre la sintesis de proteinas, por lo que se sugiere
que la reconsolidacion de la memoria es dependiente de la presencia de informacién nueva
relevante al trazo a reconsolidar (Rodriguez-Ortiz y cols., 2008; Balderas y cols., 2013). Lo
anterior también implica que la ventana temporal en que la memoria es modificable al ser
reactivada es dependiente de sintesis de proteinas (Nader y Hardt, 2009). Ben Mamou y
cols. (2006) demostraron, a su vez, que la base para que surja el periodo labil de memoria
en reconsolidacion son los receptores NMDA, fundamentales para transformar a una

memoria de un estado inactivo o fijo a uno activo o labil.

Por otro lado, aunque los estudios de reconsolidaciéon tipicamente utilizan agentes
amnésicos como la anisomicina o inhibidores de receptores NMDA, se ha demostrado que
la memoria también puede ser promovida por agentes farmacoldgicos o eventos externos,

dada la reconsolidacion (Coccoz y cols., 2013).
20



Depende de la
Depende de evocacion o Depende de tiempo presencia de
reactivacion (6hrs) informacién nueva
relevante

Modificaciones en la
memoria durante el
periodo Iabil, mantienen
intacta la memoria a
corto plazo

Depende de sintesis de
proteinas

Figura 4. Requerimientos bésicos para que ocurra el proceso de reconsolidacion. Reconstruido de Nader

y Hardt, 2009.

Aunque la demostracion original del proceso de reconsolidacion (Misanin y cols., 1968)
empled una tarea auditiva de condicionamiento al miedo dependiente principalmente de la
amigdala, como ya se ha sefialado en este trabajo, el hipocampo posee un papel de
importancia en el paso de informacion a otros sistemas de memoria y en la reactivacion o
desestabilizacién. Sin embargo, en tareas donde el hipocampo no es el sistema primordial
de memoria en ejecucién como en la tarea de inhibicion condicionada, la infusion de
anisomicina directa al hipocampo dada la reactivacién de una memoria consolidada, no da
lugar a la amnesia (Taubenfeld y cols., 2001). Mientras que, si en la misma tarea la infusion
se administra de manera sistémica en la reactivacion, 24 horas después si hay amnesia
(Milekic y Alberini, 2002). En todo caso, el papel del hipocampo en el proceso de
reconsolidacién en general aln requiere de mayor estudio, pues, aunque en el protocolo
descrito de inhibicion condicionada la anisomicina intrahipocampal no tiene un efecto
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amneésico, la infusion de un inhibidor de NF-Kb, un factor de transcripcion, si resulta en
amnesia 24 horas después de la reactivacion (Boccia y cols., 2007). En aras de aclarar la
funcion del hipocampo en el proceso de reconsolidacion, resulta importante comenzar por
analizar a fondo los requerimientos para que el proceso de reconsolidacion ocurra en tareas
mas claramente dependientes de hipocampo, tal como el condicionamiento al miedo
contextual, aprendizaje contextual y aprendizaje espacial. En estas 3 Ultimas tareas esta
claro que la infusion de anisomicina en el hipocampo dorsal después de la reactivacion de
la memoria, resulta en la alteracién de la reconsolidacion, provocando efectos amnésicos a
largo plazo (Lee, 2013). Se ha visto también, en la tarea de condicionamiento al miedo
contextual, que de acuerdo a la duracion del ensayo de reactivacion de memoria, el factor
de transcripcion NF-Kb esta involucrado o no en la reconsolidacion, pues la inhibicion de
NF-Kb irrumpe la reconsolidacion resultando en amnesia solamente después de un ensayo
de reactivacion corto (de la Fuente y cols., 2011). En variadas ocasiones la participacién de
cierta area 0 molécula en el proceso de reconsolidacion se da por los particulares del
protocolo en cuestion, siendo que sélo bajo ciertas condiciones es posible desencadenar la
reconsolidacion. Esto lo demuestra a su vez un estudio de laberinto de agua de Morris en
que se compard el efecto de la anisomicina intrahipocampal en un entrenamiento de 20 o0 40
ensayos. Mientras que 24 horas después de la reactivacion e infusién de anisomicina el
protocolo con entrenamiento de 20 ensayos mostrd una reconsolidacion de la memoria
espacial alterada, causando amnesia, ante el entrenamiento de 40 ensayos la anisomicina no
tuvo efecto alguno (Rodriguez-Ortiz y cols., 2008). Esto sugiere que las memorias con un
entrenamiento mayor son mas resistentes a ser alteradas al reactivarse y que solo cuando el
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contexto actual de una memoria que se reconsolida ain posee elementos a aprender e

integrar, se desencadena reconsolidacion (Lee, 2013).

Existen pues, condiciones bajo las que la reconsolidacion ocurre o se previene. El estudio
de la reconsolidacion ha visto ciertas dificultades tedricas como el establecer claramente
sus condiciones limite, es decir, las circunstancias fisioldgicas, contextuales o psicoldgicas
en que un trazo particular de memoria procede a reconsolidacion o no. Algunas de las
condiciones limite propuestas son el tiempo de la memoria, la predictibilidad del estimulo
reactivador de la memoria consolidada, la intensidad del entrenamiento, entre otras (Lee,

2013; Nader y Hardt, 2009).

Estos puntos reflejan la funcién del proceso de reconsolidacién como un actualizador de la
memoria desencadenado s6lo cuando es necesario integrar nueva informacion (Lee, 2009).
Es asi que en el campo de la reconsolidacion existen reportes que ponen en duda los
parametros clasicamente descritos para iniciar el proceso de memoria, siendo una de las
preguntas relevantes si es necesario evocar una memoria para que se desencadene la

reconsolidacion de la misma (Garcia-delaTorre y cols., 2014).

2.7. Evocacion y Reconsolidacion

Se ha propuesto que la evocacién de una memoria desencadena mecanismos de
actualizacién de memorias previamente consolidadas (Nader, 2000). Si esto es cierto, la
inhibicidn de los receptores relacionados a la evocacion de la memoria, AMPA, antes de la
reactivacion de un trazo de memoria, produciria un efecto de bloqueo de la actualizacion

ante la presencia de algin agente amnésico presentado inmediatamente después de la
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reactivacion, es decir, al bloguear la evocacion se alteraria el efecto de un amnésico

administrado post-reactivacion. Al no haber evocacidn, no habria reconsolidacion.

Al respecto, Ben Mamou y sus colaboradores (2006) encontraron que, en la tarea de
condicionamiento al miedo, el bloqueo con CNQX (inhibidor de receptores AMPA) en la
evocacion, manifestada por una reducida respuesta de congelamiento ante un tono pareado
dias antes con un choque eléctrico, no interrumpio el proceso de reconsolidacién, ya que la
anisomicina administrada en amigdala inmediatamente después de la evocacion logrd
inhibir la conducta de congelacién 24 horas después. Como es sabido, la existencia de un
periodo l&bil de memoria vulnerable a agentes amnésicos evidencia el proceso de
reconsolidacion. Balderas y cols., (2013) por su parte, encontraron el mismo efecto en la
memoria de reconocimiento de objetos, pues ante la presentacion de dos objetos, uno
familiar y uno nuevo a una rata, ésta recurrié una cantidad equivalente de tiempo a ambos
objetos cuando se inyectd anisomicina en la corteza perirrinal inmediatamente después de
un ensayo de evocacion. Esto independientemente de que se administrara muscimol
(agonista del receptor GABAA) en corteza perirrinal antes del ensayo de evocacion. Es asi
que la anisomicina alterd la reconsolidacién ante el bloqueo de la evocacion en la tarea de
reconocimiento de objetos. Asimismo, Garcia-delaTorre y cols. (2014) hallaron en la
amigdala basolateral en la tarea de condicionamiento aversivo al sabor que el blogueo de la
evocacion no impide que un inhibidor de receptores NMDA (AP5) bloquee la
reconsolidacién. De ésta manera, el AP5 con o sin bloqueo de la evocacién antes de la

reactivacion de la memoria, aumentd el consumo de una bebida con sabor asociado a
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malestar por LiCl 24 horas post-evocacién. Esto sugiere que la reconsolidacion y evocacion

son dos procesos distintos e independientes.

En humanos, Coccoz y sus colaboradores (2013) han encontrado un efecto similar.
Tomando en cuenta aspectos como el hecho de que la excitacion emocional, el estrés leve,
la privacion de agua o la exposicion a glucosa o fructosa pueden mejorar la memoria ante la
reactivacion de ésta. Los autores plantearon una tarea de memoria declarativa donde
tipicamente el desempefio es muy pobre evaluado a los 6 o 20 dias posterior al
entrenamiento. Bajo dicho paradigma, se administré o un estresor leve o glucosa al término
de la prueba (reactivacion), a los 6 ¢ 20 dias sefialados posteriores al periodo de
entrenamiento, con lo que se observd una mejora en el recuerdo un dia después a los 7 0 21
dias. La importancia del estudio, radica en que el periodo en que se reactivé eficazmente la
memoria excedio el periodo en que al hacer una prueba de memoria el contenido puede ser
recordado. Lo anterior sugiere, inter alia que el acceso consciente a una memoria no es

necesario para que ésta se pueda reactivar y en este caso, por tanto, mejorar.

El experimento de Coccoz y cols. (2013) abre la duda sobre si existen dos procesos
distintos, uno encargado de la evocacion conductual y acceso consciente al contenido de
memoria y otro que simplemente reactiva una memoria sin importar si el contenido se hace
consciente. Hasta el momento, los conceptos de reactivacion y evocacion en los estudios
sobre reconsolidacion han sido manejados indistintamente, cual sinGnimos en varios casos,
o también como procesos que van juntos y dependen uno del otro, asi, por ejemplo, para

que los mecanismos de actualizacion de una memoria se desencadenen es necesaria la
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reactivacion del trazo de memoria, misma que se produce por su evocacion (Rossato y
cols., 2007). Con esto, es evidente que falta ganar claridad acerca de los procesos
implicados en la evocacion y sobre qué es exactamente aquello que desencadena la
reconsolidacion. Lo que parecen sugerir los estudios hasta ahora, es que el proceso por el
que se reestabiliza la memoria es distinto de aquel por el que se expresa una memoria
conductualmente al ser evocada y estos procesos son independientes. Aunque este
descubrimiento aun requiere demostrarse en varias otras tareas, principalmente en las que

tienen un componente espacial o contextual.

3. PLANTEAMIENTO

El estudio de la memoria y los diferentes fendbmenos que engloba generalmente aborda sus
constructos tedricos-experimentales con base en tareas de memoria cuya neurobiologia es
altamente entendida. Ejemplos de ello son el condicionamiento aversivo al sabor,
condicionamiento al miedo, evitacién condicionada, reconocimiento de objetos,
condicionamiento de preferencia a lugar y laberinto espacial de Morris, principalmente.
Procesos y vias diferentes subyacen a cada uno de esos aprendizajes. Dada la universalidad
del proceso de reconsolidacion se asume que podrian encontrarse las mismas caracteristicas
definitorias de este fendmeno en cualquiera de las tareas mencionadas. AlUn no existen
datos concernientes a la memoria espacial en cuanto a la necesidad de la evocacion para
que ocurra la reconsolidacion de la memoria. Asimismo, siendo que la estrategia comun en
este tipo de estudios es inhibir la sintesis de proteinas, el promoverla también es una

estrategia que aporta informacién importante, por ejemplo, el Butirato de Sodio (NaBu),
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inhibidor de deacetilasas de histonas (HDAC), tiene ese efecto. Se ha visto que la
acetilacion de histonas se relaciona con efectos sobre la memoria y la reconsolidacion
(Peixoto y Abel, 2013; Federman y cols., 2012), asi pues, la inyeccion i.p. de NaBu antes
de un condicionamiento al miedo contextual, mejord la formacion de la memoria a largo
plazo en ratas (Levenson y cols., 2004). EI NaBu, promueve la expresion de genes y
sintesis de proteinas (Nufiez-Jaramillo y cols., 2014), favoreciendo asi la mejora o

mantenimiento de la memoria.

En el campo de la reconsolidacion es interesante saber qué ocurre cuando la manipulacion
farmacoldgica es favorable (no amnésica) para el trazo de memoria a reconsolidar.
Asimismo, falta evidencia para probar las condiciones limite (ej. independencia de la
evocacion y reconsolidacién) que desencadenan el proceso de reconsolidacién en un
contexto en el que no se emplean amnésicos. Es asi que el problema que a esta
investigacion compete es la disociacion de dos procesos de memoria: evocacion y

reconsolidacion espacial, ¢son estos procesos independientes?

Para evaluar si la reconsolidacion de la memoria espacial es independiente de su evocacion,
en este estudio se emplea una tarea de memoria espacial en el laberinto de agua de Morris.
Se administra CNQX (antagonista AMPA) previo a comenzar un ensayo de evocacion (ver
figura 5). Con esto, se observa si la administracion de CNQX, que bloquea la evocacion,
afecta la posibilidad de modificar farmacoldégicamente (NaBu) el trazo de memoria a largo
plazo (dia 5) durante el periodo labil de la reconsolidacion de la memoria a no mas de 6

horas después de la fase de evocacion.
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DIA 1-3 DIA4 DIAS
ADQUISION EVOCACION PRUEBA
WM 10 ENSAYOS POR DIA WM S/ PLATAFORMA 1 ENSAYO 1 ENSAYO S/PLAT

- CON PLATAFORMA

R WM: Water Maze (Laberinto de Agua)
| I SIN PLATAFORMA

Figura 5. Diagrama de la secuencia de eventos implicados en la tarea de memoria espacial laberinto de
agua.

El estudio responde a la necesidad de aportar mayor evidencia para que el conocimiento del
fendmeno de reconsolidacion sea méas consistente (presente en varias estructuras cerebrales
y especies animales), replicable y solido (con la presencia de los controles adecuados),
permitiendo de esta forma integrar tratamientos y abarcar de manera clara la amplitud del
proceso. En el caso particular de la presente investigacion, en la tarea de laberinto espacial

de Morris dependiente de hipocampo.

4. JUSTIFICACION

Algunos estudios han comenzado a presentar evidencia sobre que la evocaciéon de la
memoria no es necesaria para su reconsolidacion y por tanto para su actualizacion. Hasta el
momento se conoce la independencia de ambos procesos de memoria (evocacion y
reconsolidacién) en la corteza insular, la corteza perirrinal y la amigdala en las tareas de

reconocimiento de objetos, condicionamiento aversivo al sabor y condicionamiento al
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miedo (Ver seccion 2.7). En cambio, no existen reportes que aborden la independencia
entre la evocacion y la reconsolidacion en el hipocampo en la memoria espacial y resulta un
aporte al campo de investigacion de la memoria afiadirla al cuerpo de evidencia de tal
manera que la hipotesis se contraste en resultados ante la varianza que representa el empleo
de distintos protocolos en cada estudio. Esto a su vez permitird comprender mejor las bases
moleculares de la estabilizacion y desestabilizacion de la memoria, demarcando la cascada
de eventos que preceden a la reconsolidacion. Ademaés, que entender el proceso de
reconsolidacion en el hipocampo es de fundamental importancia, dado que ésta area es
particularmente plastica y sus mecanismos de plasticidad sindptica han sido ampliamente
estudiados, lo que aporta informacién de primera mano para el entendimiento de la

memoria humana.

En el sentido practico, el entendimiento de las bases de la labilizacién de la memoria
permitird mejorar la estructuracion necesaria para que tratamientos de trastornos como el de

estrés postraumatico o de las adicciones mismas, devengan més efectivos.

También cabe destacar que la mayoria de los estudios sobre reconsolidacion utilizan
agentes amnésicos para identificar el fenémeno, siendo novedoso y complementario a la
evidencia el empleo de facilitadores de la memoria como lo son los inhibidores de las
deacetilasas de histonas (HDACs). Por ultimo, las investigaciones que emplean farmacos
inhibidores de HDACs generalmente son via intraperitoneal, lo que deja poco para concluir

en relacion a una estructura cerebral particular y su correlato conductual.
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5. OBJETIVOS

5.1. General: Estudiar si la reconsolidacién de una memoria es independiente de su
evocacion en un modelo de memoria espacial, mediante la manipulacién farmacolégica de

HDACSs y los receptores glutamatérgicos AMPA en el hipocampo de ratas.

5.2. Corroborar el efecto de CNQX sobre la evocacion de la conducta en una tarea de

memoria espacial.

5.3. Evaluar el efecto del inhibidor de HDACS, el NaBu, sobre la memoria a largo plazo

espacial.

5.4. Evaluar el efecto de la administracion intrahipocampal de NaBu sobre la memoria a
largo plazo en un protocolo de reconsolidacion de la memoria espacial en que la

reactivacion se bloguea con CNQX.

6. HIPOTESIS

Si una memoria espacial en reconsolidacién puede ser actualizada independientemente de
que la evocacion de la memoria en cuestion sea bloqueada o no, los procesos de evocacién

y reconsolidacion representaran procesos distintos.

7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Animales

Se utilizaron 32 Ratas macho Wistar de 280 a 320 g obtenidas del Bioterio del Instituto de

Fisiologia Celular y mantenidas individualmente en cajas de acrilico estandar a 21°C en un
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ciclo luz/oscuridad de 12 horas. Los procedimientos se llevaron a cabo durante la fase de

luz. El alimento se encontro disponible ad libitum durante todo el experimento.

7.2. Procedimiento conductual: Laberinto acuatico de Morris

La tarea se realizo en una alberca negra circular de 1.5 m de diametro y 1.0 m de altura. La
alberca se colocé en un cuarto cerrado, con luz tenue y con sefiales espaciales alrededor que
se mantuvieron constantes. Una plataforma cuadrada de 12.0 cm por lado se localizé en una
posicién constante en la alberca 1.0 cm por debajo del agua. La temperatura del agua fue de

21+1°C durante cada una de las fases de experimentacion.

La tarea conductual consta de 3 etapas, en la primera etapa (dia 1-3), se realiz6 un
entrenamiento con 10 ensayos cada dia. Cada ensayo constd del ingreso de la rata a la
alberca en una posicion semialeatoria y se dejé nadar al animal hasta que encontrara la
plataforma o cuando el tiempo dentro fuera igual a 60 s (un tiempo mayor dentro de la
alberca podria ser contraproducente para establecer un trazo de memoria, pues la rata se
fatiga y deja de nadar). Una vez que la rata encontraba la plataforma y se colocaba en ella,
se contaban 30 s antes de retirar el animal de la alberca. Posterior a esto, se colocaba la rata
durante otros 30 s en una caja de descanso y se procedia al siguiente ensayo en su caso. Si
alguna rata no encontraba la plataforma en el tiempo establecido dentro de la alberca, se le
guiaba con la mano. En la segunda fase (dia 4), 24 horas después de la tercera sesion de
entrenamiento se realizé un ensayo de evocacion, con la excepcion de que ésta vez no hubo
plataforma y el animal se retiraba donde se encontrara a los 60 s de haber ingresado.

Finalmente, la tercera etapa (dia 5), 24 horas después del ensayo de evocacion (dia 5) se
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realiz6 un ensayo de prueba en las mismas condiciones, sin la plataforma de escape, con el

fin de evaluar la reconsolidacién de la informacion adquirida (ver figura 5).

7.3. Cirugia e infusiones

Los animales fueron anestesiados (i.p.) con una dilucién de ketamina (90mg/kg) y xilacina
(10mg/kg). Posteriormente fueron implantados bilateralmente en el hipocampo dorsal con
canulas (23 ga) de acero inoxidable de 8.0 mm. Las coordenadas desde bregma segun el
atlas de Paxinos y Watson (1998) fueron: posterior 3.6 mm, lateral £3.0 mm y ventral 1.3
mm a partir del craneo. Las canulas se fijaron al craneo con cemento acrilico dental a la vez
soportado por dos tornillos quirdrgicos colocados en el craneo. Todos los procedimientos
conductuales se llevaron a cabo al menos 14 dias después de la cirugia. Para las
microinyecciones bilaterales, se insertaron inyectores (30 ga) en cada canula 2.0 mm debajo
de la punta de ésta. Se administr6 1.0 ul de farmaco por hemisferio cuando correspondia, a
una tasa de 1.0pl/minuto, y se permitio que el inyector permaneciera en su posiciéon por un
minuto mas para que difundiera el farmaco. Para controlar la correcta difusion del farmaco,
se revisO que al momento de retirar la microjeringa el liquido no regresara a la jeringa o

saliera por el borde de la canula.

7.4. Drogas

Se infundio el antagonista de receptores AMPA, CNQX (SIGMA C239-100MG), 20
minutos antes de la evocacién de la memoria espacial en una concentracion de 3.0 mM
(Winters y Bussey, 2005). Por su parte, el butirato de sodio (NaBu-303410-100G),

inhibidor de las HDACs I, Il y 1ll, se infundidé inmediatamente después de terminado el
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ensayo de evocacion en una dosis de 10.0 pg/pl (Nufiez-Jaramillo y cols., 2014). Se emple6

como vehiculo solucion salina (0.9 %).

7.5. Disefio experimental

Con el fin de evaluar la independencia del efecto del bloqueo de la evocacion sobre el
efecto que promueve la reconsolidacion del trazo de memoria espacial, se dividieron

(previo a las manipulaciones experimentales) a las 32 ratas en los siguientes 4 grupos:

1.- Grupo SAL-SAL (N= 8): Recibe inyeccion intrahipocampal de solucion salina (1
pl/min bilateral) 20 minutos antes e inmediatamente después de la evocacion de la memoria
espacial. Corresponde a un grupo control para demostrar que la inyeccion en si misma y el

estrés que acarrea, no producen el efecto que el farmaco tiene sobre la evocacion.

2.- Grupo SAL-BUT (N= 8): Administracion de solucién salina (1 pl/min bilateral) 20
minutos antes del ensayo de evocacion en la tarea espacial y NaBu (1 pl/min bilateral)
inmediatamente después. Corresponde al grupo que demuestra si el NaBu por si solo (sin

afectar la evocacion) es capaz de modificar la memoria a largo plazo en reconsolidacion.

3.- Grupo CNQX-SAL (N= 8): CNQX (1 pl/min bilateral) 20 minutos antes de la
evocacion y solucion salina (1 pl/min bilateral) inmediatamente después. Corresponde al
grupo que demuestra el efecto de bloqueo de evocacion sin consecuencias hacia el trazo de

memoria a largo plazo.

4.- Grupo CNQX-BUT (N= 8): Se administro0 CNQX (1 pl/min bilateral) antes del ensayo

de evocacion e inmediatamente después de terminado el mismo ensayo se inyectd NaBu (1
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pl/min bilateral). Corresponde al grupo en que se observa si al blogquear la evocacién es

posible ain modificar el trazo de memoria a reconsolidarse.

7.6. Histologia

Una vez terminados los procedimientos conductuales, los animales se sacrificaron con una
sobredosis (0.063 g/kg, i.p.) de pentobarbital sddico (Pisabental) y se perfundieron con
solucion salina (0.9 %). Posteriormente, se removieron los cerebros y se almacenaron en
viales individuales con formaldehido al 4.0 % por al menos 24 horas. Acto seguido, se
cambiaron los cerebros a un gradiente de sacarosa del 10, 20 y 30 %, y se procedié a hacer
cortes coronales por congelacion de 40.0 um en micrétomo. Los cortes resultantes fueron
teflidos con violeta de cresilo para corroborar la correcta localizacion de las canulas bajo el
microscopio Optico. Para esto se compar6 la imagen de las coordenadas objetivo del
hipocampo en el atlas estereotaxico con la localizacion de la canula observada en el corte.
Solamente los animales con un adecuado proceso y localizacion de canula se incluyeron en

los analisis estadisticos.

7.7. Andlisis Estadistico

Previo a las manipulaciones experimentales se comparé con ANOVA de una via que los 4
grupos de ratas (asignadas a cada grupo aleatoriamente) tuvieran valores similares de
latencia (tiempo de llegada a la plataforma) en la adquisicién a manera de demostrar la
homogeneidad entre los grupos. Para comparar las latencias a la plataforma para cada grupo
a traveés de los ensayos (1-10) en los dias de entrenamiento se utilizé un analisis de varianza

(ANOVA). También se efectu6 un ANOVA de una via para comparar los cruces, cantidad
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de veces que una rata cruza sobre el area de la plataforma en la alberca, durante la
evocacion y la prueba entre cada uno de los grupos: 1) SAL-SAL, 2) SAL-BUT, 3) CNQX-
SAL y 4) CNQX-BUT. Se estim6 una p < 0.01 como significativa. Por ultimo, se
efectuaron t de Student para las fases de reactivacion y prueba para evaluar el efecto del
CNQX y NaBu por si solos en comparacion con la administracion de solucion salina. Para
cada uno de los andlisis se evaluaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de

varianzas con las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y de Levene respectivamente.

8. RESULTADOS

Una vez realizadas las histologias y confirmada la correcta localizacion de la cénula
implantada sobre el hipocampo dorsal, se excluyeron de los resultados y anélisis las ratas
cuya canula no se encontraba sobre el area de interés o cerebros de ratas que se hallaban
infectados o con un &rea extensa de gliosis. Por estas causas se excluyeron 5 ratas del
andlisis, los grupos quedaron conformados d la siguiente forma: SAL-SAL (n= 8), SAL-

BUT (n=7), CNQX-SAL (n=7) y CNQX-BUT (n=5).

8.1. Las latencias a la plataforma disminuyeron del dia 1 al 3 del protocolo

experimental

El disefio experimental constd de tres fases, 1) Entrenamiento, 2) Evocacién y 3) Prueba.
En la fase de entrenamiento las ratas redujeron su latencia a la plataforma del dia 1 al 3,
siendo significativas las diferencias en la latencia entre los 3 dias (F,75 = 52.8, p < 0.05).
La prueba post hoc de Fisher demostré diferencias entre el dialy 2, p<0.01,dialy 3,p <

0.05,ydia2y 3, p<0.05. Asimismo, del ensayo 1 al 10, principalmente del primer dia, se
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observa una mejora en el tiempo de llegada a la plataforma, patron que hacia el dia 3 resulta

en la estabilizacion de las latencias a lo largo de los ensayos 1-10 (Ver fig. 6).
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Figura 6. Fase de entrenamiento. Se muestra la latencia (s) hacia la plataforma desde el ingreso a la alberca
por parte de las ratas a lo largo de los 3 dias de entrenamiento (D1, D2 Y D3). Cada uno de los ensayos, del
E1 al E10, representa el promedio de latencia (+DS) para dicho ensayo por todas las ratas del disefio
experimental (n=27, *** < 0.001, ** < 0.01). E= ensayo y D= dia.

8.2. La magnitud en latencia entre grupos es homogénea antes de las manipulaciones

farmacoldgicas

Antes de realizar las manipulaciones experimentales, se dividid a las ratas ya entrenadas en
4 grupos con el nimero de ratas disponible para cada grupo: SAL-SAL (n= 8), SAL-BUT
(n=7), CNQX-SAL (n=7) y CNQX-BUT (n=5). Con un ANOVA de una via se compar0 a
los 4 grupos tomando el promedio de latencia de los ensayos del tercer dia de

entrenamiento para evaluar que el estado del trazo de memoria espacial fuera homogéneo
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para los distintos grupos y asi, asegurarse de que las diferencias observadas dados los
farmacos no son debidas a diferencias ya existentes desde el entrenamiento. Para poder
efectuar el ANOVA paramétrico se comprobd que los 4 grupos mostraron una distribucion
normal usando la prueba Kolmogorov-Smirnov con correccion de Lilliefors: Estadistico
para SAL-SAL= 0.262, p= 0.157; Estadistico para CNQX-SAL= 0.273, p= 0.123;
Estadistico para SAL-BUT= 0.293, p= 0.116; Estadistico para CNQX-BUT= 0.236, p=
0.200. A su vez, con la prueba de Levene se demostrd que las varianzas de los grupos

fueran homogéneas: estadistico de Levene= 0.276 y p= 0.842.

Del ANOVA se obtuvo (F,22) = 0.605, p= 0.6186), lo que demuestra que entre los 4 grupos
experimentales no existen diferencias significativas en los promedios de latencia del dia 3

(Ver figura 7).
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Figura 7. Comparacion de medias de latencia (+DS) hacia la plataforma para el tercer dia de
entrenamiento. El promedio de tiempo de llegada a la plataforma en el dltimo dia de entrenamiento fue
equivalente entre los grupos SAL-SAL, CNQX-SAL, SAL-BUT y CNQX-BUT, con una latencia media

aproximada y estable de 10 s. Los datos de las ratas aqui representadas corresponden a animales que ain no
han tenido ninguna manipulacién farmacoldgica (n=27; SAL-SAL=8, CNQX-SAL=7, SAL-BUT=7y
CNQX-BUT=5).

8.3. Evocacion: CNQX redujo la cantidad de cruces

En la fase de evocacidn o reactivacion se elimind la plataforma de escape de la alberca, y se
dividié el total de 27 ratas en dos grupos para corroborar el efecto del CNQX sobre la
memoria de la ubicacién de la plataforma de escape. Los dos grupos fueron: ratas
inyectadas 20 minutos antes de evocacion con solucion salina (SAL), y las ratas a las que se
les administr6 CNQX. Para evaluar la normalidad de ambos grupos se aplico la prueba
Kolmogorov-Smirnov, obteniendo un valor de estadistico de 0.179 con una p= 0.200 para
el grupo SAL (n=15) y un estadistico de 0.253 con una p < 0.05 para CNQX. Esto indica
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que el grupo CNQX (n=12) no cumple el criterio de normalidad, por lo que se procedi6 a
emplear estadistica no paramétrica para el anlisis del efecto de CNQX sobre la memoria

espacial.

Una prueba U de Mann-Whitney revel6 diferencias significativas entre ambos grupos SAL
y CNQX en los cruces sobre el espacio en que dias atrés se encontraba la plataforma (U=
16, p < .05, rango medio SAL= 18.93 y CNQX= 7.83), por lo que la evocacion de la
memoria asociada a la tarea de laberinto mostré un mejor desempefio conductual para las
ratas inyectadas con Salina (Ver figura 8). Maei y sus colegas (2009) han demostrado que
los cruces son uno de los mejores predictores de memoria espacial en la tarea de laberinto

de agua cuando no se posee tecnologia de rastreo de punta.
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FIGURA 8. Fase de Evocacion. Comparacion de cruces de espacio de plataforma ante la reactivacion
de la memoria espacial. El grupo con inyeccion intrahipocampal con CNQX 20 minutos antes de la fase de
evocacion demostrd menor cantidad de cruces sobre la ubicacion de la plataforma de manera significativa en

comparacion con el grupo inyectado con salina (n=27; SAL=15 y CNQX=12, *** < 0.001).

8.4. Comparacion de evocacion a prueba en cantidad de cruces

Para poder conocer el cambio en la memoria espacial de la fase de evocacion a la de prueba
para cada uno de los 4 grupos del disefio experimental con las manipulaciones
farmacoldgicas, se realizaron t de Student pareadas. La tabla 1 comprueba que los

supuestos para la utilizacion de estadistica paramétrica se cumplen.
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Tabla 1. Comprobacién de supuestos para usar estadistica paramétrica. Los datos correspondientes a los

grupos que conforman la fase de evocacién y prueba son normales y la homogeneidad de varianzas es similar

entre los grupos. Es posible utilizar estadistica paramétrica. Se estima p<.05 * como significativa.

SAL-SAL
n=8

CNQX-SAL
n=7

0.172

0.200

Estadistico Significancia Conclusién

Distribucion
normal

SAL-BUT
Evocacion n=7

0.296

0.063

Distribucion

normal

Cruces CNQX-BUT
n=5

0.176

0.200

Distribucion

normal

0.261

0.200

Distribucion

normal

SAL-SAL
n=8

1.879

0.161

Las varianzas
entre los
grupos son
homogéneas

CNQX-SAL
n=7

0.173

0.200

Distribucion

normal

SAL-BUT
Prueba n=7

0.257

0.181

Distribucion

normal

Cruces CNQX-BUT
n=5

0.302

0.094

Distribucion

normal

0.246

0.200

Distribucion

normal

0.214

0.886

Las varianzas
entre los
grupos son

homogéneas

En las pruebas t pareadas el grupo SAL-SAL mostrd diferencias significativas en la

cantidad de cruces en la fase de evocacion en comparacion con la fase de prueba (t=5.24, p




< 0.05). Por otro lado, los grupos restantes no mostraron diferencias estadisticamente
significativas en memoria espacial de la fase de evocacién a la de prueba (t= 0.168, p=
0.8692 para el grupo SAL-BUT, t=-1.75, p= 0.1056 para CNQX-SAL y t=-1.23, p= 0.251
para CNQX-BUT). Los grupos CNQX-SAL, SAL-BUT y CNQX-BUT demostraron un
mantenimiento del estado de la memoria espacial de la fase de evocacion a la de prueba,
mientras que el grupo SAL-SAL evidencio una disminucion del desempefio de memoria

(Ver figura 9).
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FIGURA 9. Comparacidn evocacién-prueba para cada uno de los grupos del disefio experimental.
Todos los grupos excepto el Sal-Sal, no evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre los
cruces sobre el area de la plataforma de escape en la fase de evocacion en comparacion con la fase de prueba
(n=27; SAL-SAL=8, CNQX-SAL=7, SAL-BUT=7 y CNQX-BUT=5, *** < 0.001).
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8.5. Comparacion en cantidad de cruces para la fase de prueba

Por Gltimo, se evaluo la independencia de la evocacion de la reconsolidacién y, por lo tanto,
si la memoria en la fase de prueba mejora independientemente de si antes fue administrado
CNQX. Se compararon las diferencias en los cruces sobre el area de plataforma de escape
entre los 4 grupos del disefio experimental con un ANOVA de una via (los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianzas se comprobaron, ver tabla 1). Las diferencias
entre los grupos experimentales resultaron estadisticamente significativas (Fa, 23 = 4.71, p

< 0.05), por lo que se realiz6 la prueba de Fisher Post Hoc:

Tabla 2. Estadistica de Pruebas Post Hoc para la comparacion de cruces en la fase de prueba. Se estima

p < 0.05 * como significativa.

Comparacion por
Valor de p
Grupos
SAL-SAL=25 SAL-SAL < SAL-
0.0021 **
ESM=0.423 BUT
SAL-BUT=4.71 SAL-SAL < CNQX-
Q 0.0241 *
ESM=0.360 BUT
CNQX-SAL=3.143 CNQX-SAL =
© © 0.1573
ESM=0.508 CNQX-BUT
CNQX-BUT=4.2 CNQX-SAL < SAL-
© © 0.0260 *
ESM=0.663 BUT
SAL-SAL = CNQX-
0.3250
SAL
SAL-BUT = CNQX-
0.4842
BUT

43



Los analisis demostraron que los grupos inyectados con NaBu postevocacion, SAL-BUT y
CNQX-BUT, fueron significativamente distintos en los cruces en la fase de prueba en
comparacion con los grupos inyectados con Salina al término de la evocacion, SAL-SAL y
CNQX-SAL. Excepcion de lo anterior es la comparacion entre los grupos CNQX-SAL y
CNQX-BUT, que no obtuvo diferencias significativas a pesar que el grafico (figura 10)
indica una tendencia cualitativa a menores cruces por parte del grupo CNQX-SAL. Por su
parte, las comparaciones en cruces entre SAL-SAL vs. CNQX-SAL y SAL-BUT vs.

CNQX-BUT, obtuvieron cruces equivalentes, pues no tuvieron diferencias significativas.
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FIGURA 10. Fase de prueba. Comparacion de memoria espacial entre los 4 grupos experimentales en
la fase prueba. Los grupos inyectados con NaBu postevocacion demuestran mayor cantidad de cruces y
memoria espacial que los inyectados con Salina (n=27; SAL-SAL=8, CNQX-SAL=7, SAL-BUT=7y
CNQX-BUT=5, * < 0.05, ** < 0.01).
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9. DISCUSION

En aras de derivar conclusiones de las manipulaciones farmacolégicas y sus efectos sobre
la conducta, es importante primero evidenciar que el protocolo de laberinto de agua
empleado resulta en un aprendizaje para las ratas sometidas a la tarea de memoria. La
adquisicion del aprendizaje espacial fue satisfactoria dado que, 1) las latencias a la
plataforma del primer dia disminuyen significativamente del ensayo 1 al 10, y 2) hacia el
tercer dia la latencia es significativamente menor en comparacion con el primer dia, y
ademéas se llega a una asintota donde del ensayo 1 al 10 ya no existen diferencias
significativas. Esto sugiere un aprendizaje estable por parte de las ratas del experimento. A
su vez, el aprendizaje, dado el promedio de latencias de tiempo a la plataforma del dia 3 de
entrenamiento, es equivalente entre los diferentes grupos antes de las manipulaciones

farmacoldgicas (ver figura 7).

En cuanto al efecto del CNQX, que bloquea los receptores AMPA, se corroboré el efecto
que otros estudios han observado que posee sobre la evocacion de la conducta, es decir, el
desempefio conductual en la tarea de laberinto espacial se vio reducido en la fase de
evocacion para las ratas microinyectadas en el hipocampo dorsal con CNQX, en
comparacion con aquellas inyectadas con solucion salina. Por lo que la microinyeccion en
si misma y el estrés que pudiera acarrear la manipulacién, no produjo el efecto que el
farmaco tiene sobre la evocacion. A su vez, el NaBu, demostrd que al ser administrado
intrahipocampalmente se logré obtener un efecto sobre la memoria a largo plazo cuando se

realiza la microinyeccién intrahipocampal inmediatamente después de un ensayo de
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evocacion. En particular, las ratas administradas con NaBu mostraron un mejor desempefio
conductual de cruces por el area de la plataforma en la fase de prueba que las ratas
administradas con vehiculo (ver figura 10). Esto sugiere que el NaBu, inhibidor de
deacetilasas de histonas, mejora el recuerdo de una tarea espacial que se encuentra en
reconsolidacion, por lo que al reactivarse la memoria no sélo es posible lograr la amnesia,
sino también una mejora 0 mantenimiento de la memoria. Evidencia misma del
desencadenamiento del proceso de reconsolidacion es que la memoria fue susceptible de
modificarse y resultd en una memoria a largo plazo actualizada distinta del grupo control.
A lo anterior es importante destacar que la magnitud del efecto sobre la memoria del
farmaco CNQX es mayor que el de NaBu, por lo que CNQX tiene un efecto méas robusto

sobre la manifestacion conductual de la memoria.

Una observacién detallada de los datos indica que el efecto del NaBu sobre la
reconsolidacion representa un mantenimiento del trazo de memoria, mas que un efecto de
mejora de la misma, ya que las ratas inyectadas con NaBu no demuestran una variacion
significativa en los cruces del ensayo de evocacién al de prueba, mientras que las ratas del
grupo SAL-SAL, por ejemplo, reducen significativamente los cruces al area de la
plataforma de la fase de evocacién a la de prueba. Por otro lado, en la figura 9, aunque el
grupo CNQX-BUT no mostrd diferencias significativas del ensayo de evocacion al de
prueba en la medida de memoria espacial, cruces; tuvo un estado de memoria equivalente al
grupo SAL-BUT en la fase de prueba (comparacion estadistica en figura 10), lo que

refuerza la idea de una funcion de mantenimiento de la memoria por parte del NaBu.
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La figura 9 resulta interesante, pues en primer lugar indica que el protocolo de laberinto de
agua empleado lleva a la extincion de la conducta de cruces (ensayos sin plataforma de
escape) de la fase de evocacion a la de prueba, como se observa en el grupo SAL-SAL. En
segundo lugar, se observa que el grupo CNQX-SAL en la fase de prueba tiene una cantidad
de cruces equivalente a la del grupo SAL-SAL (comparacion estadistica en figura 10). Esto
sugiere que el proceso de extincion desencadenado normalmente en las ratas inyectadas con
vehiculo hacia la fase de prueba, también se presenta en las ratas cuya evocacion
conductual fue blogueada por CNQX. EI proceso de extincion puede surgir con
independencia de que el ensayo de extincién (no hay plataforma de escape) resulte en una
evocacion explicita de lo aprendido. Es probable que la memoria del trazo espacial se esté
reactivando, aun cuando no hay evidencia conductual del mismo. De hecho, en el campo de
la extincion algunos autores han propuesto el término extincién mas alla del cero para
hablar de la idea de que el aprendizaje puede continuar mas alla del punto en que la
conducta adn se expresa, lo que implica que no es necesario un correlato conductual para
que persista el aprendizaje (Lattal y Wood, 2013), incluso cuando dicho correlato

conductual representa la evocacion de una memoria consolidada.

La investigacion sugiere que existen dos procesos implicados en la evocacion de una
memoria, uno que reactiva el trazo y otro que da acceso para su manifestacion conductual.
A pesar de ser el laberinto de agua una tarea dependiente del hipocampo, es posible que la
reactivacion este dada por coparticipacion con otras areas cerebrales, o que las partes no
infundidas con el farmaco hayan sido suficientes para reactivar la memoria. En cualquier

caso, se ha visto incluso en tareas no dependientes del hipocampo como la de
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reconocimiento de objetos que el hipocampo tiene una participacién en la reconsolidacion
(Rossato y cols., 2007), lo que sugiere que la memoria consolidada consta de vias de
participacién de varias &reas que necesariamente se implican en el proceso de
reconsolidacion al reactivar la memoria. Asi, la via de una memoria reconsolidante
conforma varios procesos y areas que reactivan y dan acceso a la expresion conductual de
la memoria. Aun estd por investigarse exactamente como se controlan dichos procesos.
Recuérdese, también, que la visién de sistemas de reconsolidacion indica que hay un
momento en que una memoria consolidada siendo inicialmente dependiente del hipocampo
para su integracion, se independiza de ésta area, regresando su participacion solamente ante
la reactivacion y reintegracion de informacion al trazo de memoria (Debiec, LeDoux y
Nader, 2002). De esto ultimo resulta interesante que al estar bloqueados los receptores
AMPA del hipocampo dorsal durante la fase de evocacion del laberinto de agua en la
presente investigacion, se logré reactivar la memoria de manera que es posible actualizar el
trazo y llevarlo a la extincién. Otra area cerebral o del mismo hipocampo podria ser
responsable de la reactivacion ocurrida. Lo que es claro es que el empleo de los términos
reactivacion y evocacion requiere mayor cuidado y especificacion, pues la evidencia indica
que constan de procesos distintos. Asimismo, mientras la evocacion conductual puede no
presentarse para que una memoria pueda ser reactivada, si es requerida la reactivacion del
trazo de memoria, pues hasta ahora las investigaciones solamente han blogueado
conductualmente la evocacion, pero no hay evidencia de que la memoria realmente no se

encuentre activa.
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En cuanto a la comparacion de los cruces en la fase de prueba para cada uno de los 4
grupos de interés del disefio experimental, es de observar que la ausencia de diferencias
significativas en los cruces sobre el area de la plataforma de escape entre el grupo CNQX-
SAL y SAL-SAL en la fase de prueba demuestra que el bloqueo agudo de la evocacion
conductual con un inhibidor de receptores AMPA no tiene consecuencias hacia el trazo de
memoria a largo plazo. También es posible observar en la figura 10 que los grupos
inyectados con NaBu postevocacion, SAL-BUT y CNQX-BUT resultaron
significativamente distintos en cruces en la fase de prueba cuando se compararon con los
grupos inyectados con Salina al término de la evocacion, SAL-SAL y CNQX-SAL, a
excepcion de la comparacion del grupo CNQX-SAL con CNQX-BUT. Estos datos merecen
tomarse con precaucion, pues lo encontrado demuestra una necesidad de mayor claridad
para ser concluyentes. Mientras que dos datos sugieren que el proceso de reconsolidacion
se desencadena a pesar de estar bloqueada la evocacion conductual: 1) el grupo CNQX-
BUT es significativamente distinto en cruces del grupo SAL-SAL en la fase de prueba, y 2)
el grupo CNQX-BUT en la misma fase no difiere significativamente en cruces del grupo
SAL-BUT,; otro dato sugiere lo contrario, el hecho de que el grupo CNQX-BUT no se
distinguié de manera significativamente en memoria espacial del grupo CNQX-SAL. El
contraste de evidencia impide llegar a una conclusién definitiva, sin embargo, las
tendencias de los graficos de las figuras 9 y 10 parecen indicar que los grupos de ratas
microinyectadas con NaBu poseen una inclinacion a mejor memoria espacial en la fase de
prueba que los grupos inyectados con solucién salina. La independencia de la evocacion
conductual del desencadenamiento de la reconsolidacion se ha probado en varias tareas y
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areas (Ben Mamou, Gamache y Nader, 2006; Balderas, Rodriguez-Ortiz y Bermudez-
Rattoni, 2013; Barreiro y cols., 2013; Coccoz y cols., 2013; Garcia-delaTorre, Pérez-
Sanchez, Guzméan-Ramos y Bermudez-Rattoni, 2014), por lo que la evidencia preliminar de
este estudio parece indicar que también la condicion limite de independencia de evocacion
conductual y reconsolidacion aplica para la memoria espacial. Evidencia afiadida es que
incluso con la evocacion conductual blogueada, se pudo modificar una memoria
consolidada de manera significativa en el caso del grupo CNQX-SAL, que extingui6 su

conducta.

Algunas de las ideas que podrian explicar la falta de una mayor claridad en la fase de
prueba para distinguir en su medida de memoria espacial al grupo CNQX-BUT del CNQX-
SAL son: 1) La magnitud del efecto (no tan robusto) de NaBu sobre la conducta y el trazo
de la memoria. Ante el protocolo presente en que el ensayo de reactivacion posee las
caracteristicas de un protocolo de extincion (no hay plataforma de escape-estimulo
condicionado), el efecto de NaBu sobre la reconsolidacion de la memoria favorecié el trazo
adquirido durante el entrenamiento (que indica que si hay una plataforma de escape), lo que
indica que puede haber dos trazos en competencia ante la actualizacion, mas que la simple
integracion de informacidn afiadida al trazo de memoria original. Este hecho posiblemente
limite la magnitud del efecto del NaBu sobre la memoria, pues hay dos trazos
incompatibles que pueden mejorarse. 2) La cantidad de ratas final en el grupo CNQX-BUT,
que tuvo pocas ratas (5) en comparacion con los demas grupos. 3) EI empleo de indicadores
de memoria espacial que pierden datos importantes. Maei, Zaslavsky, Teixeira y Frankland

(2009) han indicado que siendo los cruces una buena medida de la memoria espacial, la
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mejor medida posible es la media de proximidad a la plataforma de escape, ya que toma en
cuenta mayor cantidad de datos que reflejan memoria espacial sin necesidad de tocar
precisamente el area donde se encontraba la plataforma durante el entrenamiento. 4) Y
finalmente, quizas una reactivacion por modificacion de sefiales distales, ademés del retiro
de la plataforma, ayude a desencadenar mejor la reconsolidacion al tener mas recursos

nuevos a actualizar.

Sirvan los resultados en relacion al NaBu de esta investigacion como evidencia preliminar
de la plausibilidad de la independencia de los procesos de evocacion y reconsolidacion en
la memoria espacial. Poniéndose de manifiesto, hasta ahora, que la administracion de NaBu
intrahipocampal ante la reactivacion de una memoria espacial consolidada, es capaz de
mantener el estado de la misma estable a largo plazo sin importar que el ensayo de
reactivacion se encuentre bloqueado por CNQX (figura 9). Por otro lado, sirvan los datos
como comprobacién que un trazo de memoria puede actualizarse hacia la extincién con
independencia de una reactivacion explicita. En futuras investigaciones serd importante
tomar un farmaco promotor de la memoria que posea un efecto mas robusto sobre la
memoria reconsolidante, probar protocolos en los que se modifique la ubicacion de la
plataforma ante la reactivacion de manera que pueda observarse si un promotor de memoria
irrumpe con el trazo de memoria original o el de la nueva ubicacion de la plataforma y
ahondar en los procesos moleculares subyacentes a la reactivacién de memoria que no tiene

un correlato conductual externo.
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10.CONCLUSION

El papel del bloqueo de los receptores AMPA en el hipocampo en la disminucion de
evidencia de evocacion conductual de la memoria queda de manifiesto en la tarea de
laberinto espacial. Lo que no implica que se esté bloqueando, a su vez, la reactivacion en si
de la memoria. Los procesos de reactivacion y evocacién manifiesta de la memoria son
distintos, y hace falta mayor investigacion al respecto a como se da la reactivacion y cuales

son sus marcadores a nivel celular.

La administracion de NaBu intrahipocampal, por su parte, demostré que ante la
reactivacion de una memoria espacial consolidada, es capaz de mantener el estado de la
misma estable a largo plazo sin importar que el ensayo de reactivacién incorpore
informacién que lleve a la extincion. Esto sugiere que ante trazos de memoria en
competencia, el que posee mayor entrenamiento anterior resulta favorecido por un

promotor de memoria ante la reconsolidacion.

De manera importante, la presente investigacion demuestra también que la informacion
espacial ya consolidada puede ser reactivada y actualizada, incluso hacia la extincion,
independientemente de que el trazo de memoria se exprese conductualmente. Puede ocurrir
la extincion aun cuando el ensayo de reactivacion correspondiente a un ensayo de extincion
sea bloqueado conductualmente. Sin embargo, s6lo hay evidencia preliminar que indica que
ante el bloqueo de la evocacion conductual es posible promover la memoria con la
administracion de NaBu intrahipocampal. Otros farmacos con efectos mas robustos sobre el
aumento de la memoria podrian resultar en datos méas contundentes. Los datos, en su
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conjunto, demuestran que la evocacion conductual de la memoria y el desencadenamiento

del proceso de reconsolidacion son independientes en la memoria espacial.

Aln hay mucho que entender sobre las particularidades del desencadenamiento de la
reconsolidacion. Estd claro cudles son las ventanas por las cuales hace falta nueva
investigacion, involucrando por ejemplo los mecanismos moleculares subyacentes a
memorias que no se expresan conductualmente, pero estan activas, comenzar a evaluar la
participacion conjunta de varias areas en un mismo trazo en reconsolidacion, y evaluar el
efecto de modificadores de memoria ante trazos de memoria en competencia cuando se
reactiva la memoria, sentando las bases de cémo el sistema elige qué informacion actualizar

y cOmo ocurre.
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