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Resumen

El Iébulo temporomedial participa directamente en la memoria de

reconocimiento y que las distintas estructuras que lo conforman participan de
manera diferencial en la formacibn de esta memoria. La memoria de
reconocimiento es la habilidad de discriminar entre lo familiar y lo novedoso y se
sugiere que esta formada por dos componentes: (1) el reconocimiento de lo
familiar (estimulo antes experimentado) y (2) el reconocimiento de contexto (la
relacion espacio-temporal de los estimulos). En este trabajo se investigo la
participacion de las cortezas insular y perirrinal asi como del hipocampo y la
amigdala en la memoria de reconocimiento. En especifico en la memoria de
reconocimiento de objetos utilizando el paradigma propuesto por Ennaceur y
Delaceur (1988).
Para que la memoria de corto plazo se convierta en memoria de largo plazo, se
necesita de un proceso de consolidacion, el cual requiere de sintesis de
proteinas. Si esta sintesis de proteinas no ocurre, la memoria no se convertira
en una memoria estable y no serd de largo plazo. En este estudio se inhibi6 la
sintesis de proteinas mediante el uso del farmaco anisomicina en las estructuras
antes mencionadas con el fin de evaluar si participan en el proceso de
consolidacion de la memoria. Los resultados muestran que tanto en la corteza
perirrinal como en la corteza insular, la inhibicion de la sintesis de proteinas
afecta la formacién de la memoria de reconocimiento de objetos a largo plazo,
mientras que en el hipocampo y la amigdala no. Con esto se puede concluir que,
de las estructuras aqui estudiadas, so6lo la corteza perirrinal y la corteza insular
participan en la consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos. Se
discute la participacion disociada de las estructuras del I6bulo temporomedial en
la formacion de la memoria de reconocimiento.

Abreviaturas

AMI Amigdala

ANI Anisomicina

ASCF Liquido Cefalorraquideo Atrtificial
Cl Corteza Insular

HIP Hipocampo

MCP  Memoria de corto plazo

MLP  Memoria de largo plazo

PHR  Corteza perirrinal

VH Vehiculo



Introduccion

1.1. Aprendizaje Y Memoria.

Los acontecimientos del pasado son los que forman la vida en muchos
aspectos. Las culturas, los individuos y las especies son formados por la
memoria genética y neuronal entre otras (Dudai et al. 1990). La conducta de los
organismos es producto de la lenta acumulacion de la memoria. Sin embargo, la
capacidad de aprender provoca una alteracibn de esta memoria que es
resultado de la experiencia de cada uno de ellos (Dudai et al. 1990).

Diversos organismos al estar expuestos a cambios climaticos, en el
suministro alimenticio, a depredadores y demas permutaciones del ambiente,
necesitan de un ajuste en su conducta para sobrevivir. Este ajuste ocurre a
través del aprendizaje, es por eso que éste es considerado uno de los procesos
gue promueven la supervivencia (Chance et al. 1999).

El aprendizaje es definido como el proceso por el cual se adquiere
conocimiento del ambiente (Kandel et al. 2000). Hay una gran posibilidad, que la
habilidad de aprender se haya desarrollado evolutivamente porque provee a los
organismos de un inmenso potencial de adaptacion (Dudai et al. 1990). Para
esto, el aprendizaje tiene que ser almacenado y evocado. Al almacenamiento de

la informacién es a lo que denominamos memoria (Kandel et al. 2000).



1.2. Clasificacion de Memoria

Uno de los modelos mas aceptados referentes a la memoria es que hay
dos formas en la que ésta es almacenada: una es la memoria de corto plazo
(MCP) y la otra es la memoria de largo plazo (MLP). La MCP es un sistema que
retiene informacion temporalmente mientras se transfiere a un estado mas
estable y potencialmente permanente, el cual denominamos como MLP (Squire
et al. 1987).

La formacion de la memoria esta conformada por 3 distintas fases: la
adquisicién (aprendizaje), la consolidacién y la evocacion. La consolidacién es
considerada como un proceso de estabilizacion, el cual requiere tanto de la
expresion de genes como de la sintesis de proteinas (Kandel et al. 2000, Suzuki
et al. 2004).

Se le considera como un proceso de estabilizacion, por que es el proceso
mediante el cual la memoria se mantiene a largo plazo. Si la sintesis de
proteinas es bloqueada, la consolidacion no se dara, por ende la MLP tampoco
(Squire et al. 1987). La evocacion permite el uso del aprendizaje previo para

algo en el presente.

1.2.1. Memoria declarativa y memoria no declarativa.

La MLP se subdivide en dos tipos: memoria declarativa y memoria no
declarativa (Squire et al. 1996). La memoria declarativa o explicita es el
recuerdo “conciente” del conocimiento, sobre otros organismos, lugares o cosas.
A su vez, la memoria no declarativa o implicita es el recuerdo no conciente del
conocimiento, como son las habilidades motoras (Bailey et al. 1996).

La memoria declarativa se subdivide en dos tipos. La primera es la
memoria episodica, la cual se refiere a la capacidad de recordar eventos del
pasado 0 eventos que ocurrieron en un contexto espaciotemporal especifico. La
segunda es la memoria semantica la cual se refiere a la capacidad de recordar

hechos y datos de conocimiento general sobre el mundo (Squire, et al. 1998).



Por ejemplo, cuando uno platica como le fue en el fin de semana y como
estuvieron las fiestas utiliza la memoria episddica, mientras que si le preguntan

la capital de algun pais utiliza la memoria semantica.

1.3. Memoria de Reconocimiento.

La memoria de reconocimiento es la habilidad para afirmar la familiaridad

de las cosas previamente experimentadas (Brown y Aggleton, 2001).
El reconocimiento es un proceso por el cual se tiene conciencia que un estimulo
ha sido previamente experimentado. Este proceso requiere que se perciban
eventos, que se discriminen, se identifiquen y se comparen con otros (Steckler et
al. 1998). Por lo cual, a la memoria de reconocimiento se le considera una
memoria declarativa (Brown y Aggleton, 2001).

La memoria de reconocimiento no es un proceso unitario, este depende
de muchos tipos diferentes de informacion. Por ejemplo, cuanto tiempo ha
pasado del encuentro con un estimulo, si se ha experimentado antes, el lugar
donde se experimento, el tiempo y otras asociaciones con experiencias previas
(Brown y Xiang, 1997). Se sugiere que la memoria de reconocimiento, a su vez,
estd formada por dos componentes; la familiaridad y el contexto (espacio-
temporal) (Brown y Aggleton, 2001).

El nivel de familiaridad de un estimulo juega un papel muy importante en
el procesamiento de la memoria ya que brinda la capacidad de diferenciar entre
lo que puede ser favorable o no para el organismo. Los eventos novedosos
atraen mas nuestra atencion que los eventos familiares, ademas la habilidad
para responder rapidamente a los eventos novedosos es fundamental para la
supervivencia, ya que esta brinda el poder de diferenciar lo seguro de lo que

pudiese llegar a ser dafino.



1.4. Estructuras que participan en la memoria de reconocimiento.

El creciente interés por definir las regiones cerebrales responsables de la
memoria de reconocimiento ha llevado a la realizacion de una serie de estudios
electrofisiolégicos y con lesiones. La mayoria de los estudios sobre la memoria
de reconocimiento en ratas, han utilizado estimulos visuales como objetos;
estimulos espaciales como laberintos; o estimulos gustativos como sacarina
(Steckler, T. et al. 1998).

Las estructuras que principalmente se han estudiado en este tipo de
memoria son parte del I6bulo temporomedial. Hay evidencia que sugiere que
este juega un papel critico en la memoria declarativa, de manera mas especifica,
se ha sugerido que el Iébulo temporomedial participa principalmente en la
memoria de reconocimiento (Holdstock 2005, Squire et al. 2005 ).

Una de las principales caracteristicas de algunos sindromes amnésicos
como consecuencia de lesiones o enfermedades neurodegenerativas es la
incapacidad de discriminar los estimulos o eventos familiares de los novedosos
(Brown y Aggleton, 2001). Muchos estudios sobre la memoria de reconocimiento
estan basados en pacientes con sindromes amnésicos, como ha sido el caso del
paciente H.M. El paciente H.M. sufrio, como tratamiento contra un caso grave de
epilepsia, la extraccibn de la mayor parte del I6bulo temporomedial. La
extraccion incluy6 al hipocampo, la amigdala y las cortezas que rodeaban a esta
zona. El dafio que resultdé de esta operacion fue una amnésia anterégrada y de
manera especifica, de la memoria explicita. Por ejemplo, si se le presentaban
objetos éstos eran recordados solo si el paciente mantenia su atencién sobre
ellos (Milner et al. 1998, Brown y Xiang, 1998). Pruebas en H.M. mostraron que
podia aprender ciertas tareas sin ningun sentido de familiaridad (Milner et al.
1998).

Se ha propuesto que el hipocampo (HIP) y la corteza perirrinal (PHR)
funcionan como componentes de un mismo sistema de memoria de

reconocimiento (Brown y Aggleton, 2001). Sin embargo, en la actualidad hay un



gran numero de evidencia, que sugiere que sus contribuciones al sistema son
diferentes y pueden disociarse (Brown y Aggleton, 2001).

Hay evidencia que indica que un sistema centrado en la PHR, se encarga
de la discriminacién de la familiaridad de los estimulos que se presentan
individualmente. Por otro lado la evidencia relacionada con el HIP es mas fuerte
en lo que concierne al arreglo espacial en el que se presentan los estimulos. El
HIP es importante para la discriminacion de la familiaridad de un conjunto de
estimulos, la cual es necesaria para la memoria episddica, que involucra
asociaciones entre estimulos individuales (Brown y Aggleton, 2001).

Se sugiere que el HIP participa en la formacion de la memoria de reconocimiento
de contexto, sin embargo su participacion en la memoria de reconocimiento de
objetos no es clara (Broadbent et al. 2004).

La participacion de otras regiones del cerebro, en este tipo de memoria,
ha sido poco estudiada. Sin embargo, existe evidencia experimental que indica
la participacion de otras estructuras, como es el caso de la corteza insular (Cl).
La Cl esta conectada con las PHR y entorrinal (Kolb, et al. 1990). Ademas se ha
mostrado que la Cl tiene un papel importante en la formacion de la memoria de
la novedad/familiaridad de un estimulo a largo plazo (Bermudez-Rattoni et al.
2005). Esto sugiere, que la Cl podria tener un papel en la consolidacion de
memorias de reconocimiento.

Estudios previos indican que la Cl esta involucrada en el proceso de
reconocimiento a largo plazo de sabores (Bermudez-Rattoni, 2005). A su vez
estudios recientes sugieren que la Cl estd involucrada en la memoria de
reconocimiento de objetos, ya que al inhibir los receptores muscarinicos justo
después de la adquisicion, no se llevé a cabo la discriminacién entre el objeto
novedoso y el familiar durante la prueba de MLP, sugiriendo que hay una
participacion de la Cl en el proceso de consolidacion (Bermudez-Rattoni et al.
2005).

Otra de las regiones que se ha estudiado en este tipo de memoria es la
amigdala (AMI). Mishkin y cols. (1978) realizaron una investigacion donde al

lesionar la amigdala, encontraron deficiencias en la memoria de reconocimiento



de objetos, usando como modelo animal al chango. Pero las lesiones en este
caso no eran especificas de la AMI, lo que dio pie a que el grupo de Mishkin, en
1986 realizara otro proyecto donde se lesioné de manera especifica tanto la AMI
junto con la corteza rinal adyacente 6 solamente la corteza rinal. Se encontré
gue sOlo si se lesionaba la AMI en conjunto con la corteza rinal es que habia una
severo deficiencia en la memoria de reconocimiento. También se encontré que
la sola lesion de la corteza rinal producia un deterioro en la memoria de
reconocimiento. Por lo que este estudio sugiere que la AMI no participa dentro
de la memoria de reconocimiento de objetos (Mishkin et al. 1986).

1.5. Paradigma de reconocimiento de objetos.

Con el fin de aprender mas sobre el funcionamiento de los organismos y
su conducta, se han creado diversos modelos experimentales, con los cuales se
abordan las diversas preguntas que surgen en este campo.

Las ratas se han utilizado frecuentemente como modelo de estudio ya
gue presentan caracteristicas que son comparables con las del hombre, como la
capacidad de discriminar entre un objeto peligroso y uno que no lo es.

Los roedores tienen la tendencia natural de explorar mas los objetos
novedosos que los familiares, gracias a lo cual, Ennaceur y Delacour (1988)
desarrollaron el paradigma de reconocimiento de objetos.

La tarea de reconocimiento de objetos surgié por la necesidad de realizar
una tarea en la que fuera mas sencillo medir la respuesta del animal hacia los
estimulos en donde se emplean intervalos cortos de retencién, por lo que con
esta tarea se mide memoria de corto plazo (Xiang Y Brown, 2004). Sin embargo,
estudios recientes, han mostrado que también la tarea de reconocimiento de
objetos es una tarea efectiva para el estudio de MLP (Bermudez-Rattoni et al.
2005, Izquierdo et al. 2007)

Esta tarea consiste, de manera general, en presentar al animal dos
objetos iguales para que los pueda explorar por un determinado tiempo.

Después, se le presenta a la rata una copia del objeto antes presentado y un



objeto nuevo, se mide el tiempo de exploracién de cada objeto para determinar
si el animal muestra preferencia por el objeto novedoso sobre el objeto familiar.
Se ha propuesto que esta tarea mantiene una cercana analogia con las
pruebas de reconocimiento que son extensamente usadas en humanos para
evaluar la memoria y que sirven para caracterizar los sindromes amnésicos ya
gue proveen un indice exacto de la severidad del dafio de la memoria

declarativa (Reed y Squire, 1997).



2. Hipotesis.

2.1.1 Predicciones.

Dados los antecedentes, se espera que tanto la corteza perirrinal como la
corteza insular participen en la consolidacion de la memoria de reconocimiento
de objetos. Sin embargo no se espera que ni el hipocampo ni la amigdala

consoliden este tipo de memoria.
2.1.2 Objetivos
Determinar:
1. Si la inhibicion de sintesis de proteinas en la Cl afecta la memoria de
reconocimiento de objetos de corto plazo.
2. Si la inhibicion de sintesis de proteinas en la Cl afecta la memoria de
reconocimiento de objetos de largo plazo.
3. Si la inhibicion de sintesis de proteinas en la PHR afecta la memoria de
reconocimiento de objetos de corto plazo.
4. Si la inhibicion de sintesis de proteinas en la PHR afecta la memoria de
reconocimiento de objetos de largo plazo.
5. Si la inhibicién de sintesis de proteinas en el HIP afecta la memoria de
reconocimiento de objetos de corto plazo.

6. Sila inhibicion de sintesis de proteinas en el HIP afecta la memoria de
reconocimiento de objetos de largo plazo.

7. Si la inhibicion de sintesis de proteinas en la AMI afecta la memoria de
reconocimiento de objetos de corto plazo.

8. Si la inhibicion de la sintesis de proteinas en la AMI afecta la memoria de
reconocimientos de largo plazo.



3. Material y Método.

3.1. Sujetos

Se utilizaron ratas macho Wistar de 250-300g. de peso al tiempo de la
cirugia, que se obtuvieron del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular, de la
Universidad Nacional Autbnoma de México.
Los animales se mantuvieron en cajas individuales, con un ciclo de 12/12 hrs de
luz/oscuridad, con agua y comida sin restricciones. Los experimentos se

realizaron durante la fase de luz.

3.2. Cirugia

Las ratas fueron operadas bajo el efecto de la anestesia ketamina (83.49
mg/kg) y el relajante muscular xilacina (8.58 mg/kg). Se implantaron canulas
bilaterales en la zona cerebral de interés, mediante cirugia estereotaxica,
basada en las coordenadas del atlas del cerebro de la rata Paxinos y Watson
(1986).
En este estudio se analizé la participacidbn de cuatro estructuras, las cuales
tienen como coordenadas del sitio de inyeccidn con respecto a Bregma: Corteza
Insular (Cl): Anteroposterior (Ap) = + 1.2mm, Mediolateral (L)= + 5.5mm,
Dorsoventral (DV)= -6.5mm; Corteza Perirrinal (PRH): Ap=-3mm, L= + 6.5, DV=
5mm; Hipocampo (HIP): Ap=-3.6mm, L= +3.0mm, DV=-3.3mm; Amigdala (AMI):
Ap= -2.8mm, L £ 5mm, Dv= -8.5mm. A cada canula se le colocé un mandril para
prevenir que se tapara. Las canulas fueron fijadas al craneo con cemento dental
mediante dos tornillos. Después de la cirugia, las ratas tuvieron una semana de

recuperacion.

3.3. Conducta

Después de la recuperaciéon de la cirugia, las ratas se entrenaron y
examinaron en la tarea conductual. Se utilizO como aparato experimental una
caja de campo abierto (50x50x50 cm), la cual estuvo ubicada en un cuarto semi
amortiguado en contra del sonido y con una iluminacion controlada. Durante la

tarea conductual, se limpiaron los objetos con alcohol al 70 %, también se limpi6



el aparato experimental de residuos de los animales para evitar que los
estimulos olfativos afectaran el resultado del experimento.

Se utilizaron como objetos focos blancos opacos (6 cm de didmetro y 11 cm de
longitud) y frascos de vidrio transparentes, vacios y no etiquetados (5.5 cm de
diametro y 5 cm de altura). Ambos objetos tienen caracteristicas fisicas
similares, tal como una parte de metal y colores no llamativos; pero a su vez,

con distintas formas geométricas y caracteristicas individuales (Figura 1).

ADQUISICION PRUEBA

Figura 1. Fotos del aparato experimental. En la fase de adquisicion (A) las ratas exploran dos
objetos iguales. En la fase de la prueba (B) los animales exploran una copia del objeto antes

presentado y un objeto nuevo.

3.4. Tarea de Reconocimiento de Objetos.

La tarea comenzo6 con la fase de habituacion la cual se realizé durante 5
dias. Esta fase consisti6 de dos partes: la manipulacibn que fue estar en
contacto con el animal, con el fin de que este se familiarizara con la persona que
experimento con ellos y una exploracion libre, sin objetos, dentro de la caja.

Posteriormente, se prosiguié con la adquisicion de la tarea, donde se
coloco a la rata dentro del aparato, siempre viendo hacia el lado opuesto de los
objetos. Se le permitio explorar durante 10 minutos dos objetos idénticos (Al y

A2). Después de transcurridos los 10 minutos se retird a la rata del aparato y se



regres6 a su caja. La inyeccion se realizé justo después de la fase de la
adquisicion.

Para medir la MCP se realiz6 una prueba 90 minutos después de la
adquisiciéon, y para medir MLP, se realiz6 una prueba a las 24 hrs. La prueba
consistié en 1 minuto de manipulacion después de lo cual se introdujo a la rata
en la caja experimental y se le permitié explorar durante 3 minutos una copia del
objeto familiar (A3), presentado anteriormente en la adquisicidon, y un objeto
nuevo (B1) (Figura 2).

Tanto en la adquisicion, como en la prueba, se registré la conducta del
animal, por medio de una camara colocada encima de la caja. Esto con el fin, de
analizar posteriormente el tiempo de exploracion de los objetos. Se considero
como exploracién cuando los animales dirigen la nariz hacia el objeto y esta a
menos de 2 cm de distancia. El sentarse sobre el objeto o tocarlo con alguna

otra parte del cuerpo no se considera como tiempo de exploracion.

Manipulacién 1 min Manioulacion 1 min Manipulacion 1 min
Exploracién 3 min Exploracion 10 min Exploracién 3 min
| DIA A1 | DIA2 | DIA3 I DiA 4 | DIAS I DIA 6 90 min DIAT |

| 1 |
| | Adquisicion | | Prueba |

Habituacion
A A2 T A3 B1

inyeccion

Figura 2. Diagrama de protocolo experimental. Por 5 dias, durante la fase de habituacion, se
manipuld a los animales 1 minuto después de lo cual se introdujeron al aparato experimental sin
objetos para que exploraran durante 3 minutos. Durante la fase de adquisicion, la cual se realizd
en el dia 6, se introdujeron a los animales en la caja experimental y se les permitdé explorar dos
objetos idénticos por 10 min. En la prueba, se introdujeron a los animales al aparato
experimental donde se les permitio explorar durante 3 minutos, una copia del objeto
anteriormente presentado y un objeto nuevo.



3.5. Microinyecciones

Para poder efectuar las microinyecciones, los mandriles fueron removidos
de las canulas y se insertaron agujas dentales, que llegaron 2 mm por debajo
de la canula. Estas agujas estaban conectadas a microjeringas Hamilton de 10
pL via una tuberia de polietileno. A cada rata se le inyectd el farmaco
correspondiente un volumen de 1pL por hemisferio cerebral a una tasa de 1
pL/min en la Cl, PHR e HIP y 0.5 pL a una tasa de 0.5 pyL/min en la AMI. Las
agujas se mantuvieron dentro durante un minuto mas después de la inyeccion,

para lograr una mejor difusion del farmaco.

3.6. Histologia

Terminada la tarea conductual, los animales fueron sacrificados con una
sobredosis de pentobarbital (1ImL) y prefundidas transcardiacamente con una
solucion de NaCl (0.9%). Los cerebros se removieron y se colocaron en una
solucion de paraformaldehido al 4% por 24 hrs. Posteriormente los cerebros
fueron cambiados a sacarosa al 30% por un periodo aproximado de 3 dias. Se
realizaron cortes coronales de 40 micras de la zona en donde se implantaron las
canulas, estos cortes fueron montados sobre laminillas para ser tefiidos con
violeta de cresilo. Los cerebros fueron estudiados bajo el microscopio de luz, y
se obtuvieron fotos las cuales sirvieron para verificar que el sitio de inyeccién

fuera el correcto (Figura 8).

3.7. Farmacos.

Se utilizé anisomicina (ANI) como inhibidor de la sintesis de proteinas, la
cual se diluyé en ACSF (por sus siglas en inglés, Artificial Cerebral Spinal Fluid):
NaCl (125mM), KCI (5mM), NaH,PO,H,O (1.25mM), MgSO.,7H,O (1.5 mM),
NaHCO3; (26 mM), glucosa (10 mM), CaCl, (2.5 mM) ajustado a un pH de 7.4,y
se agrego una cantidad equimolar a la ANI de HCL. En todas las estructuras, se

inyect6é una dosis de 120mg/mL. En los grupos vehiculo (VH) se inyectdo ACSF.



3.8. Analisis Estadistico.

El analisis se realizd calculando el indice de reconocimiento para los
objetos, el cual se calcul6 como el tiempo de exploracién del objeto nuevo entre
el tiempo total de exploracion de los dos objetos. Si se obtiene un indice de 0.5
significa que no hay preferencia por alguno de los objetos; sin embargo, si se
obtiene un indice mayor a 0.5 significa que hay preferencia por el objeto
novedoso.

Los datos estan presentados como medias + el error estandar. Para
establecer las diferencias entre los grupos se utilizdé la prueba t-student no
pareada. En los grupos controles, donde se determiné si los grupos eran

diferentes al nivel de azar (0.5) se utilizé la prueba t de una sola muestra.



4. Resultados

4.1 Estandarizacion del protocolo experimental.

En la fase de adquisicion (familiarizacion) los animales no mostraron preferencia
por ninguno de los objetos, ni en el grupo de 90 min (n=8, t7=0.04, p>0.05) ni en
el de 24 hrs (n=14, t13=0.08, p>0.05) (Figura 3). Los resultados mostraron que
los animales lograron discriminar el objeto novedoso del familiar cuando se
realizaron ambas pruebas (Figura 3). A los 90 min (t13=3.79, p<0.01) y a las 24
hrs (t13=7.75, p<0.001). Lo que indica que en estas condiciones experimentales
es posible realizar pruebas tanto de memoria de MCP como de MLP.
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Figura 3. Conducta de los animales intactos. Se muestra la fase de familiarizacién
(adquisicion), la prueba a los 90 min (MCP) y la prueba a las 24 hrs (MLP). Los datos se
presentan como la media + error estandar de la proporcion del tiempo de exploracion. indice de
reconocimiento: [OBJETO NUEVO/(OBJETO FAMILIAR + OBJETO NUEVO)]. La linea punteada
representa la ejecucion del azar (0.5 = no hay preferencia por algun objeto). (** p<0.01).



Corteza Insular

MCP.- En la fase de familiarizaciéon de los grupos de MCP, los animales no
mostraron preferencia por ninguno de los dos objetos, grupo VH (t 5= 1.1, p>
0,05) y ANI (t 4= 0.26, p>0.05). Cuando la prueba se realiz6 a los 90 minutos, no
existieron diferencias entre los grupos (t 9= 0.96, p> 0.05). Grupo tratado con
VH (n=6), grupo con ANI (n=5). Los animales de ambos grupos mostraron
preferencia por el objeto novedoso (Figura 4).
MLP.- Durante la fase de familiarizacién de los grupos de MLP, los animales no
mostraron preferencia por ninguno de los objetos, grupo vehiculo (t (10= 1.18, p>
0.05) y anisomicina (t (10=0.22, p> 0.05). Cuando la prueba se realiz6 a las 24
hrs, los animales con microinyeccion de ANI, no mostraron preferencia por
ninguno de los objetos al ser comparados con los animales del grupo VH (t 0=
3.9, p< 0.01). Grupo tratado con VH (n=11) y grupo con ANI (n=11) (Figura 4).
Estos resultados indican que la inhibicion de la sintesis de proteinas en la
Cl afecta la memoria de reconocimiento a largo plazo pero no a corto plazo.



Indice de reconocimiento

Corteza Insular

Familiarizacion Prueba

Figura 4. Conducta de los animales con microinyeccion de soluciéon VH o ANl en la Cl. Se
muestra la fase de familiarizacion (adquisicién), la prueba a los 90 min (MCP) y la prueba a las
24 hrs (MLP). Los datos se presentan como la media + error estdndar de la proporciéon del
tiempo de exploracién. indice de reconocimiento: [OBJETO NUEVO/(OBJETO FAMILIAR +
OBJETO NUEVO)]. La linea punteada representa la ejecucion del azar (.5 = no hay preferencia
por algun objeto). (** p<0.01). VH=Vehiculo, ANI= Anisomicina.
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Corteza Perirrinal

MCP.- En la fase de familiarizacion de los grupos de MCP, los animales no
mostraron preferencia por ninguno de los dos objetos, grupo VH (t 3= 1.2, p>
0,05) y ANI (t@= 1.3, p>0.05). Cuando la prueba se realizo a los 90 minutos, no
existieron diferencias entre los grupos (t = 0.75, p> 0.05). Grupo tratado con
VH (n=4), grupo con ANI (n=7). Los animales de ambos grupos mostraron
preferencia por el objeto novedoso (Figura 5)

MLP.- Durante la fase de familiarizacion de losgrupo de MLP, los animales no
mostraron preferencia por ninguno de los objetos, grupo VH (t = 0.25, p> 0.05)
y ANI (t =0.55, p> 0.05). Cuando la prueba se realizo a las 24 hrs, los animales
con microinyeccién de ANI, no mostraron preferencia por ninguno de los objetos
al ser comparados con los animales del grupo VH (t an= 5.9, p< 0.01). Grupo
tratado con VH (n=9) y grupo con VH (n=10) (Figura 5). Estos resultados indican
gue la inhibicion de la sintesis de proteinas en la PHR afecta la memoria de
reconocimiento de largo plazo pero no la de corto plazo.
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Figura 5. Conducta de animales con microinyeccién de solucién vehiculo o anisomicina
en la PHR. Se muestra la fase de familiarizacion (adquisicion), la prueba a los 90 min (MCP) y la
prueba a las 24 hrs (MLP). Los datos se presentan como la media + error estandar de la
proporcion del tiempo de exploracion. indice de reconocimiento: [OBJETO NUEVO/(OBJETO
FAMILIAR + OBJETO NUEVO)]. La linea punteada representa la ejecucién del azar (0.5 = no
hay preferencia por algin objeto). (** p<0.01) VH=Vehiculo, ANI= Anisomicina.



Hipocampo

MCP.- En la fase de familiarizacion de los grupos de MCP, los animales no
mostraron preferencia por ninguno de los dos objetos, grupo VH (t = 0.93, p>
0,05) y ANI (t @)= 1.5, p>0.05). Cuando la prueba se realizo a los 90 minutos, no
existieron diferencias entre los grupos (t a1)= 0.08, p> 0.05). Grupo tratado con
VH (n=8) y con ANI (n=5). Los animales de ambos grupos mostraron preferencia
por el objeto novedoso (Figura 6).

MLP.- Durante la fase de familiarizacion de los grupos de MLP, los animales no
mostraron preferencia por ninguno de los objetos, grupo VH (t = 0.09, p> 0.05)
y ANI (t 11)=0.26, p> 0.05). Cuando la prueba se realiz6 a las 24 hrs, los
animales con microinyecciéon de ANI, mostraron preferencia por el objeto
novedoso al igual que con los animales del grupo VH (t 19= 0.83, p> 0.05).
Grupo tratado con VH (n=9) y con ANI (n=12) (Figura 6). Estos resultados
muestran que la inhibicion de sintesis de proteinas en el hipocampo no afecta a
la memoria de reconocimiento de objetos de corto plazo asi como tampoco a la
de largo plazo.
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Figura 6. Conducta de los animales con microinyeccién de solucién VH o ANI en el HIP. Se
muestra la fase de familiarizacion (adquisicién), la prueba a los 90 min (MCP) y la prueba a las
24 hrs (MLP). Los datos se presentan como la media + error estandar de la proporcién del
tiempo de exploracion. indice de reconocimiento: [OBJETO NUEVO/(OBJETO FAMILIAR +
OBJETO NUEVO)]. La linea punteada representa la ejecucion del azar (0.5 = no hay preferencia
por algun objeto). VH=Vehiculo, ANI= Anisomicina.



Amigdala

MCP.- En la fase de familiarizaciéon de los grupos de MCP, los animales no
mostraron preferencia por ninguno de los dos objetos, grupo VH (t = 1.7, p>
0,05) y ANI (t 6= .18, p>0.05). Cuando la prueba se realizo a los 90 minutos, no
existieron diferencias entre los grupos (t 13= 0.25, p> 0.05). Grupo tratado con
VH (n=7) y grupo con ANI (n=8). Los animales de ambos grupos mostraron
preferencia por el objeto novedoso (Figura 7).

MLP.- Durante la fase de familiarizacién de los grupos de MLP, los animales no
mostraron preferencia por ninguno de los objetos, grupo VH (t »= 1.4, p> 0.05) y
ANI (t(5=0.56, p> 0.05). Cuando la prueba se realiz6 a las 24 hrs., los animales
con microinyeccion de ANI, mostraron preferencia por el objeto novedoso al
igual que con los animales del grupo VH (t 12= 0.92, p> 0.05). Grupo tratado con
vehiculo (n=8) y grupo tratado con anisomicina (n=6) (Figura 7). Estos
resultados muestran que la inhibicion de la sintesis de proteinas en la AMI no
afecta a la memoria de reconocimiento a corto plazo, asi como tampoco a la de
largo plazo.
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Figura 7. Conducta de los animales con microinyecciéon de solucién VH o ANI en la AMI.
Se muestra la fase de familiarizacion (adquisicion), la prueba a los 90 min (MCP) y la prueba a
las 24 hrs (MLP). Los datos se presentan como la media + error estandar de la proporcién del
tiempo de exploracion. indice de reconocimiento: [OBJETO NUEVO/(OBJETO FAMILIAR +
OBJETO NUEVO)]. La linea punteada representa la ejecucion del azar (0.5 = no hay preferencia
por algun objeto). VH=Vehiculo, ANI= Anisomicina.



Histologia.

En la figura 8 se muestran los cortes cerebrales en donde se aprecia el trayecto
de la aguja. De esta manera se verificO el sitio de inyeccion para todos los
animales.

Cl PRH

HIP AMI

Figura 8. Fotografias representativas de cortes cerebrales donde se muestra el sitio de inyeccién
en cada estructura, indicado con la flecha. Cl= Corteza Insular, PRH= Corteza Perirrinal,
HIP= Hipocampo, AMI= Amigdala.



5. Discusion

Los resultados obtenidos en los animales intactos demuestran que ésta
tarea es adecuada para la medicion de la memoria de reconocimiento tanto de
corto como de largo plazo. Esto se refleja en que todos los grupos de animales
intactos, mostraron preferencia por el objeto nuevo sobre el objeto familiar al
momento de la prueba, lo cual nos indica que no hubo variables en la tarea que

interrumpieran o afectaran el desempefio de los animales (Figura 3).

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar si las estructuras del
I6bulo temporomedial tienen participaciones diferenciales en la consolidacion de
la memoria de reconocimiento. En este sentido los resultados de nuestros
experimentos muestran que la PHR participa en la consolidacion de la memoria
de reconocimiento de objetos, lo cual se vio reflejado en que cuando se inyectd
ANI en ésta estructura y se realiz6 la prueba de MLP, no lograron discriminar
entre un objeto familiar y uno novedoso, comprobando que el proceso de
consolidacion no se realizo (Figura 5).

Los resultados de los experimentos realizados en el HIP, muestran que
ésta estructura no participa en la consolidacion de la memoria de reconocimiento
de objetos, ya que al realizar la prueba de MCP, los animales a los que se les
inyectd ANI lograron discriminar entre el objeto novedoso y el familiar (Figura 6).

Estos datos apoyan a los antecedentes que sugieren que tanto el HIP
como la PHR participan de manera diferente en la memoria de reconocimiento, y
gue no forman un mismo sistema de memoria. Se ha sugerido que el HIP esta
involucrado en memorias espacio-temporales mientras que la PHR participa en
la discriminacion de lo familiar. (Brown y Aggleton, 2001).

Se ha visto que la PHR participa en el proceso del reconocimiento de los
objetos por sus caracteristicas individuales y que ésta no es necesaria para la
asociacion de diversos estimulos a menos que éstos tengan que ver con la
discriminacion entre varios objetos (Moses et al. 2005). Sin embargo, varias

teorias de la funcion del HIP comparten que esta estructura es critica para las



asociaciones entre estimulos, como ocurre en el aprendizaje espacial (Moses et
al. 2005).

Como se menciond en la introduccion, las ratas tienen una tendencia
natural a explorar mas los objetos novedosos que los objetos familiares, lo cual
es la base del paradigma de reconocimiento de objetos (Ennaceur y Delacour,
1988). Sin embargo, estos animales también muestran una preferencia por
explorar objetos familiares en un ambiente donde nunca los han explorado. Es
en esta Ultima funcién donde se piensa que el HIP puede estar involucrado
(Mumby et al. 2002).

Mumby y cols. (2002) demostraron que el HIP esta involucrado en la
memoria espacial. Luego de hacer lesiones citotoxicas en el HIP observaron que
la memoria espacial o de contexto estaba afectada, mientras que la memoria de
reconocimiento de objetos estaba relativamente intacta.

Por otra parte Broadbent y cols. (2004), haciendo lesiones en el HIP,
mostraron que se necesita la completa integridad de esta estructura para realizar
tareas espacio-temporales mientras que para tareas no espaciales, en
especifico, para la tarea de reconocimiento de objetos, no es necesaria la
integridad del HIP. Estos reportes sugieren que la memoria espacial es
completamente dependiente del HIP mientras que la de reconocimiento no.

Los datos presentados en este trabajo, en referencia a la PHR y al HIP
son importantes, ya que son evidencia de la disociacion de la participacion de
ambas estructuras. Ademas, ya que sus antecedentes lo relacionan mas con las
tareas espacio-temporales, se sugiere que el HIP puede tener un papel dentro
de la memoria de reconocimiento, pero que éste podria estar relacionado con la
consolidacion de la memoria de reconocimiento del contexto donde se presentan
los estimulos.

Otro de los objetivos de este trabajo fue determinar si la Cl participa
dentro de la consolidacién de la memoria de reconocimiento de objetos.

Se sabe que la ClI tiene conexiones reciprocas con la PHR (Kolb et al. 1990) la
cual, tiene antecedentes que sugieren su participacibn en la memoria de

reconocimiento. Ademas, la Cl se ha visto involucrada en procesos de memoria



de reconocimiento de sabores. Gutierrez y cols. (2003), al hacer un experimento
de reconocimiento gustativo, observaron que, aplicando un antagonista de los
receptores muscarinicos en la Cl, se prevenia que el sabor se convirtiera en
familiar. Por otra parte, Bermudez-Rattoni y cols. (2005) mostraron que en la
tarea de memoria de reconocimiento de objetos, al inhibir los receptores
muscarinicos en la Cl justo después de la adquisicion, no ocurria la
discriminacion entre los estimulos novedosos y familiares en una prueba de
largo plazo, sugiriendo la participaciéon de la Cl en la consolidacion de la
memoria de reconocimiento de objetos.

Estos datos indican que la Cl no sdlo esta involucrada en la memoria de
reconocimiento de los sabores, sino que podria tener un papel mas general en la

memoria de reconocimiento.

En nuestros resultados se puede observar que el grupo que fue inyectado

con ANl justo después de la adquisicion y al que se le hizo la prueba a las 24 hrs
(MLP) present6 un indice de reconocimiento similar al del azar (0.5). Estos datos
indican, que las ratas no lograron discriminar el objeto novedoso del familiar
(Figura 4). Sin embargo, el grupo VH, al que se le inyectd6 ACSF reporté un
indice de reconocimiento por arriba del azar, lo cual indica que las ratas
mostraron preferencia por el objeto novedoso (Figura 4).
Sin embargo, cuando se hizo la prueba a los 90 min (MCP), el indice de
reconocimiento fue por arriba del azar, lo cual indica que las ratas si pudieron
discriminar entre un objeto novedoso y uno familiar, esto se observo en el grupo
al que se le inyectdé ANI como en el grupo VH (Figura 4).

Nuestros datos apoyan las ideas antes establecidas de que la Cl no sélo
participa en la memoria de reconocimiento de los sabores sino que juega un
papel importante en la memoria de reconocimiento en general. Se concluye
entonces que la CIl participa en la consolidacion de la memoria de

reconocimiento de objetos.



Los resultados obtenidos con inyecciones en AMI muestran que esta
estructura no tiene participacion en la consolidacion de la memoria de
reconocimiento de objetos. Anteriormente se pensaba que la AMI podia tener
participacion en la memoria de reconocimiento de objetos; sin embargo,
posteriormente se observé que sélo se veia afectada este tipo de memoria si se
dafiaba la AMI junto con la corteza rinal adyacente (Mishkin et al. 1986). A su
vez, hay evidencia que sugiere que la AMI modula la consolidacion de memorias
de carécter emocional o de aversion. (McGaugh et al. 2004). Con nuestros
resultados se confirma que la AMI no participa en la consolidacién de la memoria
de reconocimiento de objetos, aunque queda por explorarse si, al igual que
podria ocurrir con el HIP y las caracteristicas espacio-temporales, con la
integracion de caracteristicas emocionales en la tarea de reconocimiento de
objetos, se veria la participacion de la AMI en la memoria de reconocimiento de
objetos.

Los resultados de este trabajo no sélo son importantes por el hecho de
gue se aportan evidencias a favor de ideas previamente sugeridas, ademas
ayudan a entender en que proceso de memoria participan las distintas
estructuras del I6bulo temporomedial. Con nuestros datos, el paradigma de
reconocimiento de objetos, que antes solo se utilizaba para el estudio de la
MCP, se puede utilizar también de manera exitosa para estudiar la MLP.
También se propone que diversas estructuras del I6bulo temporomedial trabajan
de manera disociada en la formacion de la memoria de reconocimiento. Por
ultimo se establece que la CI forma parte de un sistema de memoria en el que
antes no se sabia de su participacion, lo cual no solo es innovador sino
imperativo para seguir ampliando poco a poco, el conocimiento que tenemos
sobre el funcionamiento del sistema nervioso central. Esto en busqueda no sélo
de que sirva de conocimiento, sino que también en un futuro, sirva de
antecedente para investigaciones de enfermedades neurodegenerativas que

podrian afectarnos a todos.
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