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¢Como podemos explicar (...) la estabilidad de la memoria en términos de lo que
hace la neurona y lo que sucede en la sinapsis? Debemos suponer que la
memoria es un cambio estructural, pero al hacerlo se nos plantea una dificultad,
pues entramos en conflicto con la idea de que (...) sélo importa el patréon de
estimulacion sensorial y no el lugar donde éste tiene lugar. Comencemos, por
tanto, preguntando si esta idea tiene, después de todo, una base firme...

Donald O. Hebb, en La organizacién de la conducta. Traduccion (Ed. Debate, 1985) de The
Organization of Behavior (John Wiley & Sons, 1949)
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Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1. APRENDIZAJE Y MEMORIA

Se define a la memoria como un proceso mediante el cual el conocimiento es codificado,
almacenado, y posteriormente recuperado (Squire y Kandel, 1999). Los conocimientos
almacenados en la memoria son obtenidos a través del aprendizaje, siendo este Ultimo una
herramienta de la que disponen los organismos para hacerle frente a los cambios
medioambientales que, por la rapidez con que estos cambios se presentan, no permiten la
entrada en accion de la seleccion natural, o las conductas reflejas de los organismos (Chance,
1999). La memoria también puede ser definida como la representacion interna de las
experiencias pasadas (Baddeley, 1999), definicién que implica que la memoria es una “huella”
que la experiencia deja en el sistema nervioso, a esta huella de la memoria se le conoce como
trazo de memoria. El trazo de memoria, también llamado engrama, es la representacion y
almacenamiento de la informacién obtenida en el aprendizaje a través de cambios fisicos o
bioquimicos en el cerebro (Tronson y Taylor, 2007). El concepto de trazo de memoria es un poco
mas amplio que el de memoria solamente, puesto que involucra los mecanismos subyacentes al
mantenimiento de la memoria mediante cambios plasticos en el sistema nervioso, tema que se

revisara mas adelante.
La memoria se puede dividir en varias fases, las cuales son:

a) aprendizaje, que es la asimilacion de informacién del ambiente; se le llama también

adquisicion (Baddeley, 1999);

b) consolidacion, estabilizacion progresiva de la memoria en el largo plazo (Dudai, 2004),

fase que depende entre otros factores de sintesis de proteinas; y

C) evocacion, que es la recuperacion posterior de la informacién aprendida y codificada

(Tronson y Taylor, 2007)

También se puede dividir a la memoria en funcidon de su temporalidad; en este caso se habla
de memoria de corto plazo y memoria de largo plazo; esta division se presenta en la siguiente

seccion.
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1.2. MEMORIAS DE CORTO PLAZO Y DE LARGO PLAZO

El estudio formal de la temporalidad de la memoria comenzd en 1880 con Hermann
Ebbinghaus quien, presentando material sin sentido a sujetos humanos, llegd a la conclusion de
que existen recuerdos que persisten por un periodo corto de tiempo (algunos minutos), mientras
que hay otros que persisten por dias 0 meses (Squire y Kandel, 1999). Mas tarde William James
propuso que debian existir al menos dos etapas en el almacenamiento de la informacién. La
primera de ellas, que llam6é memoria primaria, almacena informacion recién adquirida
concientemente. La segunda, que llamdé memoria secundaria, no necesita que la informacion
adquirida sea conciente todo el tiempo para ser almacenada; esta memoria puede regresar a la

conciencia en situaciones posteriores (Squire y Kandel, 1999).

En 1968, Atkinson y Shiffrin plantearon un modelo de memoria segun el cual la
informacién adquirida en el aprendizaje pasa a través de una serie de almacenes sensoriales,
uno para cada modalidad sensorial, que mantienen la informacion en un estado relativamente
puro. Si esta informacién es relevante para el organismo se transmite después a un almacén de
corto plazo, o memoria de corto plazo (MCP), de otra forma decae y es rapidamente desechada.
Dicha MCP es de capacidad muy limitada, y sus funciones son mantener la informacién
conciente, y mediar el paso de esta informacién a un almacén a largo plazo, o memoria de largo
plazo (MLP), de capacidad ilimitada, que almacena los recuerdos para toda la vida (Baddeley,
1999). El modelo de Atkinson y Shiffrin propone que la informacién se transfiere de la MCP a la
MLP comunmente a través de la repeticion de la informacion recién aprendida. Este modelo es
estrictamente lineal, ya que supone que el primer almacén es estrictamente necesario para que
la informacién pase al segundo (Squire y Kandel, 1999). Sin embargo, evidencia reciente sugiere
que la MCP no necesariamente es siempre un primer paso hacia la MLP. En este senido,
Izquierdo y colaboradores (1999) han encontrado que la estimulacion o bloqueo farmacolégicos
de varios sistemas de neurotransmision (serotonina, noradrenalina, dopamina, GABA y
glutamato) en la corteza entorrinal y en el area CA1 del hipocampo pueden afectar la MCP sin
alterar la MLP en una tarea de prevencion pasiva1 (Izquierdo et al., 1999). Este estudio sugiere
que la MCP puede no ser una etapa necesaria para la formacion de la MLP, y que ésta ultima se

procesa independiente y paralelamente a la MCP.

Por lo tanto, actualmente se reconoce que la memoria tiene dos etapas: la MCP vy la

MLP. La primera de ellas es transitoria y puede desaparecer con el tiempo, mientras que la

' Aprendizaje motivado por miedo en el que el animal asocia un contexto determinado con un estimulo aversivo; ante la
reexposicion al contexto el animal expresa conductas de evitacién, las cuales son medidas e interpretadas como
indicadores de la fuerza del condicionamiento (Igaz et al., 2002).

10
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segunda es capaz de almacenar recuerdos para toda la vida, y es resistente a ser interrumpida.
Aunque algunos autores (ver Baddeley, 1999) sugieren que la MCP es un paso previo y
necesario para la MLP, existe evidencia reciente que sugiere que la formacién de la MLP puede
no requerir necesariamente la formaciéon de la MCP. Sin embargo, para que la MLP pueda
estabilizarse y sea resistente a interrupciones debe transcurrir un periodo de tiempo durante el
cual esta memoria se estabiliza; a este periodo se le conoce como consolidacion, y es un

requisito indispensable para la formacién de la MLP.

11
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1.3. CONSOLIDACION Y SINTESIS DE PROTEINAS

En 1900 Georg Miiller y Alfons Pilzecker, trabajando con humanos, observaron que la
estabilizacion de la memoria de un material A se afecta cuando se presenta un material B poco
tiempo después del aprendizaje de A; es decir, que informacion nueva entrante (B) produce
interferencia con la evocacion posterior de informaciéon previamente aprendida (A) (Squire y
Kandel, 1999). Estos estudios les llevaron a concluir que la memoria es muy fragil en sus etapas
tempranas, y que necesita tiempo para estabilizarse; proponen el término consolidacién para el
proceso que permite que la memoria se fije en el largo plazo, y durante el cual ésta persiste en
estado fragil y es susceptible de ser desplazada por otra informacién entrante (Squire y Kandel,
1999; McGaugh e Izquierdo, 2000; Wang et al., 2006). Entonces, la consolidaciéon es un proceso
mediante el cual la memoria se estabiliza con el tiempo en el largo plazo y se vuelve resistente a

interrupcién (Dudai, 2004; Tronson y Taylor, 2007).

Katz y Halstead plantearon en 1950 que el trazo de memoria debia ser mantenido por
macromoléculas de gran importancia bioldgica, tales como &cidos nucleicos o proteinas (ver
siguiente seccion) (Davis y Squire, 1984). Flexner y colaboradores (1963) decidieron investigar si
la permanencia de la memoria en el largo plazo estaba de alguna forma relacionada
especificamente con las proteinas (Flexner et al., 1963). Sus hallazgos dieron pie a que algunos
primeros estudios realizados en los afios 1960’s exploraran el papel de la sintesis de proteinas
en la consolidacion (Davis y Squire, 1984). En estos trabajos se inyectaron sistémica o
intracerebralmente (directamente en el tejido cerebral) farmacos inhibidores de la sintesis de
proteinas algunos minutos después del aprendizaje de tareas como la prevenciéon pasiva
(Agranoff y Klinger, 1964; Agranoff et al., 1965) y el laberinto en forma de Y (Flexner et al., 1963;
Barondes y Cohen, 1966), encontrando que el bloqueo de la sintesis proteica interfiere
notablemente con la consolidacion de la memoria. En estos trabajos se encontré que se requiere
una reduccion masiva de la sintesis de proteinas (mayor a 90%) para interrumpir la MLP (Dudai,
2004); sin embargo, este bloqueo transitorio en la sintesis de proteinas no altera
significativamente la percepcion, la MCP, o la evocacion de la MLP una vez que ésta ultima se
ha consolidado (Davis y Squire, 1984; Dudai, 2004).

Una gran cantidad de evidencia ha confirmado que la aplicacion de inhibidores de la
sintesis de proteinas bloquea la formacién de la MLP (Davis y Squire, 1984; Dudai, 2004). Por
ejemplo, se sabe que la inhibicion de sintesis de proteinas bloquea la MLP de memorias como la
prevencion pasiva en ratas (Quevedo et al., 1999; Izquierdo et al, 1999; Igaz et al., 2002) y en
pollos (Freeman et al., 1995; Rose, 1995), la memoria de reconocimiento de objetos en ratas

(Rossato et al., 2007), el condicionamiento de aversion al sabor en ratas (Rosenblum et al.,

12
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1993; Bahar et al.,, 2003; Gruest et al., 2004) y en pollos (Mileusnic et al., 2005), el
condicionamiento de preferencia a un lugar con drogas de abuso en roedores (Kuo et al., 2006;
Robinson y Franklin, 2007), entre muchas otras. Es por ello que se considera que la sintesis de
proteinas es un requisito fundamental y evolutivamente conservado para la consolidacién de la
memoria, puesto que se ha encontrado que ocurre tanto en especies de vertebrados como de
invertebrados, y en una gran variedad de memorias (Alberini et al., 2006), ), por ejemplo,
prevencion pasiva (Freeman et al., 1995; Quevedo et al.,, 1999; Igaz et al., 1992),
condicionamiento de miedo (Schafe et al., 1999; Maren et al., 2003), y memorias espaciales

(Meiri y Rosenblum, 1998; Touzani et al., 2007), entre otras.

Por lo tanto, la consolidacién es un proceso que permite que la memoria se estabilice en
el largo plazo, proceso durante el cual persiste en forma labil, y es posible interrumpirla; una vez
consolidada, se vuelve resistente a estas interrupciones. Desde mediados del s. XX se sabe que
para que la memoria se consolide es necesaria la sintesis de proteinas en el cerebro, ya que si
se inhibe este proceso celular, se bloquea la formacion de la MLP. El hecho de que la inhibicion
de la sintesis de proteinas no afecte la MCP, el aprendizaje de las tareas evaluadas, o la
conducta natural de los animales apoya la idea de que la sintesis de proteinas es necesaria sélo
para la consolidaciéon de la memoria, y no para ningun otro proceso relacionado con la misma
(Davis y Squire, 1984). Los farmacos que se emplean en estos estudios impiden la sintesis
celular de proteinas, que son compuestos organicos de fundamental importancia para la
fisiologia de los seres vivos, y son fabricadas para cumplir una amplia gama de tareas en el

funcionamiento de todas las células (Jiménez y Merchant, 2003).

1.3.1. SINTESIS Y FUNCION DE LAS PROTEINAS

Las proteinas son macromoléculas poliméricas con estructura tridimensional especifica,
formadas por largas cadenas de aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos covalentes;
desempeinan funciones muy amplias y variadas dentro de la fisiologia de los seres vivos
(Jiménez y Merchant, 2003).

La estructura de las proteinas es compleja, y sus propiedades quimicas y funciones
biologicas especificas se deben al orden en el que se ensamblan los aminoacidos y a su
distribucion espacial en la cadena polipeptidica (Jiménez y Merchant, 2003). Constituyen uno de
los grupos de compuestos bioquimicos de mayor importancia biologica: forman canales y
bombas que regulan el paso de pequefias moléculas dentro y fuera de la célula; permiten la
comunicacion intercelular e intracelular; constituyen anticuerpos, toxinas, hormonas, fibras

elasticas, fuentes de luminiscencia; forman la maquinaria celular necesaria para la expresion

13
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génica, sintesis de otras proteinas, divisidon celular, crecimiento celular, migracion celular,
transporte activo y pasivo, etc. (Alberts et al., 2002). Es importante resaltar la participacion de las
proteinas en la comunicacién celular: todos los receptores y enzimas participantes en las
cascadas de senalizacion intracelular que se activan cuando se estimula una via determinada

son proteinas (Alberts et al., 2002; Jiménez y Merchant, 2003).

La sintesis de proteinas como proceso celular implica fundamentalmente dos
subprocesos: transcripcién y traduccién. La transcripcion es un proceso molecular realizado en el
ndcleo celular que consiste en la lectura de la informacion contenida en los genes2 por la
magquinaria celular; esta informacion permite sintetizar una cadena de acido ribonucleico®
mensajero (MARN) que contiene la secuencia precisa de aminoacidos de una proteina
determinada, y pasara por ciertas modificaciones post-transcripcionales (p. Ej., sp/icing") antes
de ser util para el ensamblaje de una proteina (Alberts et al., 2002). La traduccién es un proceso
que ocurre en el citoplasma, y consta de tres fases: iniciacion, en la cual se ensamblan las
subunidades de los ribosomas® en la sefial de inicio de una cadena de mARN: elongacién, en la
cual se ensamblan los aminoacidos de la proteina de acuerdo con la informacién contenida en el
mMARN; y terminacién, en la cual el ribosoma encuentra una sefial de término en el mARN,
liberando la proteina recién formada. Una vez sintetizada la proteina, y dependiendo de su
funcién en la fisiologia de la célula que la elabord, sufre cambios post-traduccionales (p.ej.,

incosiIaciénG) antes de insertarse en la maquinaria celular (Alberts et al., 2002).

Por lo tanto, las proteinas son compuestos bioquimicos de gran importancia dentro de la
fisiologia de las células debido a la amplia variedad de funciones que desempenfan, incluyendo la
sefalizacion intercelular, y la transduccién de estas al interior de la célula. Interesantemente, se

sabe que la actividad neuronal desencadena eventos moleculares tales como la liberacion de

2 Un gen es una secuencia lineal de nucleétidos en una cadena de acido deoxirribonucleico (ADN) que contiene la
informacion necesaria para la produccion de una molécula de ARN. Se considera al gen como la unidad basica de la
herencia de los seres vivos (Alberts et al., 2002).

% Macromolécula compuesta por unidades bioquimicas discretas llamadas nucledtidos, estos ultimos unidos entre si por
enlaces fosfodiestéricos formando una cadena simple; esta cadena se sintetiza por las enzimas ARN-polimerasas en el
nlcleo celular a partir de la informacion contenida en el ADN. Hay tres tipos: mensajero, que lleva la informaciéon
contenida en el ADN hasta los ribosomas; de transferencia (tARN), que es el encargado de unir un aminoacido
determinado a la naciente proteina dependiendo de la informacién en el ARN mensajero, y ribosomal (rARN), que es
parte constitutiva de las subunidades de los ribosomas (Alberts et al., 2002).

* Remocion en las cadenas de mARN recién sintetizadas de las secciones (lamadas intrones) que no codifican ninguna
parte de la proteina que sera sintetizada; mediante una variante de este proceso, llamada splicing alternativo, se genera
una variedad limitada de proteinas diferentes a partir de una misma cadena de mARN (Alberts et al., 2002).

° Organelos compuestos por proteinas y rARN; constan de dos subunidades que forman un complejo. Los ribosomas se
ubican en la superficie del reticulo endoplasmico rugoso o libres en el citosol. Estos organelos ensamblan los
aminoacidos de la proteina de acuerdo con la informacién codificada en la cadena de mARN (Jiménez y Merchant,
2003).

® Adicion de polisacaridos a una proteina para la correcta funcion de la misma; las dos variantes mas importantes son la
glicosilacién N (llevada a cabo justo después de la traduccién ribosomal) y la glicosilacién O (llevada a cabo en el aparato
de Golgi) (Alberts et al., 2002)
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neurotransmisores en la sinapsis, activacion de proteinas cinasas’, y sintesis de proteinas, entre
otros (Ramirez-Amaya, 2007). Debido a que la consolidacion puede ser bloqueada con
inhibidores de la sintesis proteica, se cree que los tratamientos aplicados poco tiempo después
del aprendizaje, y que afectan a la consolidacion, interfieren con el desarrollo de modificaciones
en la funcionalidad de las sinapsis, dependientes de esta sintesis de proteinas, para la
estabilizaciéon de la memoria; a estas modificaciones se les conoce genéricamente como
plasticidad sinaptica (Martin et al., 2000; Wang et al., 2006).

1.3.2. PLASTICIDAD SINAPTICA

Se puede definir a la plasticidad sinaptica como cambios en la eficiencia sinaptica que
permiten el fortalecimiento de asociaciones entre neuronas (Lynch, 2004), o también como /a
propiedad de las sinapsis de modificar la eficiencia con la que se transmite informacion de una a
otra neurona (Escobar y Derrick, 2007). Se cree actualmente que la plasticidad sinaptica es la

base del almacenamiento de informacién en el cerebro (Escobar y Derrick, 2007).

En 1949 D. O. Hebb propuso que el almacenaje permanente de la memoria en los
circuitos debe darse mediante modificaciones en las sinapsis de las neuronas a través de
cambios morfologicos y/o funcionales a consecuencia de la actividad sinaptica (Cooper, 2005);
este ultimo punto lo asenté en lo que hoy se conoce como el postulado de Hebb, que propone
que si una neurona excita a otra de manera repetida y persistente, una o ambas células sufriran
procesos de crecimiento o cambios metabdlicos que daran lugar a un aumento en la eficacia de
la comunicacion entre las dos (Cooper, 2005; Lynch 2004). Este postulado fue el primero que
proponia formalmente el almacenaje de la memoria mediante cambios fisioldgicos en el sistema
nervioso (Cooper, 2005). Segun Hebb, estos cambios debian darse en las sinapsis de las
mismas neuronas que son activadas durante el evento que da lugar a la memoria (Bear, 1996).
Sin embargo, su propuesta no tuvo fuerte apoyo experimental hasta que, en 1973, T. Bliss y T.
Lgmo descubrieron la potenciacion a largo plazo (Martin et al., 2000). Estos autores aplicaron
estimulaciéon eléctrica breve de alta frecuencia (de 50 a 100Hz) en la via perforantes, y
registrando la respuesta en el giro dentado del hipocampo de conejos, observando que la fuerte

estimulacién era capaz de generar un aumento en la eficacia sinaptica que duré varias horas en

" Enzimas que modifican a otras proteinas mediante fosforilacién, reaccién en la cual las cinasas le afaden a sus
proteinas objetivo grupos fosfato en residuos de serina, treonina o tirosina. Mediante la fosforilaciéon, muchas proteinas
Easan de un estado inactivo a un estado activo (Alberts et al., 2002)

El hipocampo se compone de varias subrregiones, las mas importantes son CA1, CA3, y el giro dentado. El giro
dentado es una region inervada por la corteza entorrinal a través de un haz de fibras conocida como la via perforante. A
su vez, el giro dentado se comunica con el area CA3 a través de una proyeccion conocida como la via de las fibras
musgosas (mossy fiber pathway). Desde el area CA3 parten proyecciones, conocidas como las colaterales de Schaffer,
hacia el area CA1 (Lépez-Antunez, 1979).
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el animal anestesiado, y meses en el animal atento (Bliss y Collingridge, 1993; Squire y Kandel,
1999; Lynch, 2004). Nombraron a su descubriendo potenciacion a largo plazo (PLP), y constituyo
la primera evidencia de la existencia del postulado de Hebb mas alla del terreno especulativo
(Squire y Kandel, 1999).

Se sabe que la memoria se divide en MCP, que no depende de la sintesis de proteinas,
y MLP, que persiste por mas tiempo, y que depende de la sintesis de proteinas para su
formacion. Interesantemente, la PLP se desarrolla en dos fases, la PLP temprana, de corta
duracion (1 a 3 horas; Blitzer et al, 2005) e independiente de sintesis de proteinas, y la PLP
tardia, que es mas duradera que la PLP temprana (hasta meses en el animal vivo; Blitzer et al.,
2005), y depende de la sintesis de proteinas para su formacién. Brevemente, para la PLP
temprana es necesaria la activaciéon de los receptores N-metil D-aspartato glutamatérgicos9
(NMDA) (aunque se han descrito formas de PLP que no dependen de la actividad de estos
receptores; Lynch 2004), la entrada masiva de Ca’ ala postsinapsis, y la activacion de otras
moléculas, como proteinas cinasas, las cuales ligan la actividad que induce la PLP con el
encendido de la maquinaria celular de sintesis de proteinas (Blitzer et al., 2005). Para la PLP
tardia (proceso mediante el cual la PLP se mantiene en el largo plazo) se requiere la activacion
de factores de transcripci(’)nm, expresion de genes, y sintesis de proteinas (Malenka y Bear,
2004; Blitzer et al, 2005). Por lo tanto, se especula que, dado que la MCP no necesita sintesis de
proteinas, este tipo de memoria podria ser formada por mecanismos analogos a la PLP
temprana, mecanismos que involucran fundamentalente cambios en proteinas ya existentes. Por
otro lado, debido a que la MLP si requiere de esta sintesis de proteinas, es posible que su
formacion dependa de mecanismos analogos a aquellos que subyacen a la formacién de la PLP
tardia (Martin et al., 2000).

Existen varios modelos conductuales de memoria disponibles para el estudio de la
consolidacién y de los mecanismos plasticos subyacentes a la misma. Entre ellos, uno de los
mas Uutiles es la memoria gustativa, modelo que presenta varias ventajas tedricas y

metodoldgicas sobre otros modelos (por ejemplo, condicionamiento de miedo); entre ellas, que

® Los receptores tipo NMDA (el N-metil D-aspartato es el nombre de uno de sus agonistas) son receptores ionotrépicos
que, una vez activados, son permeables a Na*, Ca®* y K" (Alberts et al., 2002). Estos receptores tienen una caracteristica
que los hace de especial relevancia para la plasticidad sinaptica (por ejemplo, en la PLP) y la memoria (Squire y Kandel,
1999). Los receptores NMDA no intervienen en la neurotransmisién “rutinaria” glutamatérgica; para ser activados,
requieren simultaneamente la presencia del ligando (glutamato) y cierta despolarizacién de la membrana, condiciones
proporcionadas por una fuerte estimulacion sinaptica, lo que le confiere a los receptores NMDA la capacidad de actuar
como detectores de coincidencia de dos eventos (glutamato y voltaje) que se presentan tras la fuerte actividad sinaptica
como la generada durante el aprendizaje (Lynch, 2004).

"% Proteinas que trabajan en conjunto con otras proteinas para incrementar o decrementar la transcripcion génica (Alberts
et al., 2002).
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produce una MLP robusta, que se genera después de un solo ensayo, y que se conocen con

detalle las vias neuronales del procesamiento de la informacion que intervienen en este modelo.

1.4. MEMORIA GUSTATIVA

Para su supervivencia, los animales deben aprender qué es seguro ingerir, y qué no lo
es; es decir, deben discriminar entre alimentos seguros y toxinas (Welzl et al, 2001; Bermudez-
Rattoni, 1986). Por lo general, los alimentos pueden ser identificados mediante su sabor"’ (Welzl
et al, 2001). Cuando un animal prueba un sabor nuevo, lo ingiere en cantidades muy limitadas,
en espera de las consecuencias que su ingesta pueda tener (neofobia). Si la ingesta de este
sabor nuevo no tiene consecuencias negativas, sera reconocido en el futuro como seguro, y el
animal incrementara su consumo en posteriores presentaciones, es decir, desarrollara
preferencia por este sabor (atenuacién de la neofobia, AN). La AN se observa en el aumento en
el consumo del sabor en las pruebas 1 a 7 de la Figura 1.1, A (triangulos). La Figura 1.1, B
esquematiza el protocolo experimental cominmente usado para evaluar la memoria de lo
seguro; tras la ingesta de un sabor nuevo, cominmente sacarina, se registra el consumo inicial
(neofobia), y se hacen pruebas en dias subsecuentes para observar el incremento gradual del
consumo (AN).

Por el contrario, si el sabor es seguido de malestar gastrico, el animal lo reconocera en
el futuro como aversivo, rechazando su consumo en presentaciones siguientes
(condicionamiento de aversion al sabor, CAS) (Bermudez-Rattoni, 2004). En la Figura 1.1 C
(cruces) se observa este comportamiento en la reduccién en el consumo en la prueba 1,
incrementandose el consumo en pruebas siguientes al no presentarse de nuevo el malestar
gastrico (extincion). (Bermudez-Rattoni, 2004). La Figura 1.1, C esquematiza el protocolo
experimental comunmente usado para evaluar la memoria aversiva; tras la presentacion del
sabor, se inyecta un inductor de malestar gastrico, comunmente cloruro de litio (LiCl),

observandose que el animal rechaza el sabor en pruebas siguientes.

La memoria gustativa es de gran importancia evolutiva al permitir la supervivencia de los
animales en su entorno; se presenta en una gran variedad de mamiferos y puede ser observada
tanto en el laboratorio como en condiciones naturales (Welzl et al., 2001). Entre las ventajas que
ofrece como modelo experimental para el estudio de la memoria se cuenta que el sabor

(estimulo condicionado, EC) se asocia de forma robusta con el malestar (estimulo

" El sabor es una combinacion de la estimulacion oral y olfativa de una sustancia determinada (Welzl et al, 2001).
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incondicionado, El) tras una sola asociacion. Asimismo, la asociacién entre estimulos en este
modelo, al contrario de muchos otros tipos de aprendizajes asociativos, puede ser establecida
aun transcurridas varias horas entre el EC y el El, lo que permite la diseccion experimental de las
fases de la memoria (Bermudez-Rattoni, 2004, Welzl et al., 2001, Yamamoto et al., 1994).
Finalmente, la memoria gustativa resulta ser un buen modelo para el estudio de la memoria
porque se conocen con detalle las vias involucradas en la formacién de la memoria gustativa
(Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni et al., 2004; Welzl et al., 2001; Yamamoto et al.,
1994).

Se cree que tanto el CAS como la AN dependen de la representacion neural del sabor
que permanece activa en paralelo en varias regiones cerebrales, aun cuando el estimulo ya no
esta presente; a esta representacion neural se le llama trazo de memoria del sabor (TMS); y es
este trazo de memoria el cual sera reconocido en presentaciones posteriores como seguro o
como aversivo dependiendo de las consecuencias géastricas que el sabor nuevo tenga (Gutiérrez
et al., 2003a; Bermudez-Rattoni et al., 2004). Por lo tanto, se puede hablar de que el TMS tiene
dos modalidades: el TMS seguro y el TMS aversivo, cada uno de los cuales surgira en funcion
de si se presenta malestar gastrico (en este caso se formara el TMS aversivo) o si el sabor

nuevo no tiene consecuencias adversas (en este caso se formara el TMS seguro).
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FIGURA 1.1. MODELO CONDUCTUAL DE LA MEMORIA GUSTATIVA

W Sabor seguro

X sabor aversivo

Linea base 1
Adquisicién Pruebas

Figura 1.1. Memoria gustativa y los procedimientos
experimentales para estudiarla. (A) trazo de memoria del
sabor (TMS): grafica que se obtiene con el consumo de
sacarina novedosa (0.2%) durante la adquisicién y en
sucesivas presentaciones, cuando el sabor no es seguido
de malestar (sabor seguro, triangulos), y cuando es
seguido de un inductor de malestar gastrico (LiCl
intraperitoneal) (sabor  aversivo, cruces). (B)
representacion del protocolo para el CAS. Después de
obtener la LB (agua), se presenta sacarina (EC) al animal,
la cual sera pareada posteriormente con una inyeccion
intraperitoneal de LiCl (El). La prueba de MCP se mide
4hrs después del aprendizaje. 3 dias después se hace la
prueba de MLP. Se interpreta un consumo bajo de
sacarina con respecto a la LB en las pruebas como sefal
de aversion. (C) protocolo para la AN; tras registrar la LB
de consumo (agua), se presenta sacarina, y se compara
este consumo contra la LB para medir la neofobia. La
neofobia refleja la percepcion de novedad en un sabor, la
AN refleja el paso del sabor de ser nuevo a ser familiar-
seguro. (A) Modificado de Bermudez-Rattoni, 2004.

Neofobia
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1.4.1. DUALIDAD DEL TRAZO DE MEMORIA DEL SABOR

Cuando el animal prueba un sabor nuevo, desarrollara aversién hacia ese sabor si la
ingesta es seguida de malestar gastrico (TMS aversivo), o sera reconocido como seguro en el
futuro, si al sabor nuevo no tiene consecuencias adversas para el animal (TMS seguro). Esto
tiene como consecuencia que el TMS se divida en dos componentes, el aversivo y el seguro,
cuya formacion dependera de las consecuencias de la ingesta del sabor (Gutiérrez et al., 2003a;
Bermudez-Rattoni, 2004). La evidencia indica que existen tanto diferencias como similitudes en
el procesamiento de ambas modalidades del TMS. Por ejemplo, se ha observado que
tratamientos capaces de interferir con la AN no tienen efecto en la formacién del CAS
(Bermudez-Rattoni, 2004). También estd demostrado que la formacién de aversién a un sabor no
se altera cuando se administra el inductor de malestar gastrico a ratas profundamente
anestesiadas (Buresova y Bures, 1980). Sin embargo, la administracién de anestésicos en
animales que ya han ingerido sacarina novedosa impide la AN (Bermudez-Rattoni, 2004). En
forma similar, la aplicaciéon de choques electroconvulsivos tiene efectos disruptivos en la AN,
mas no en el CAS (Bermudez-Rattoni, 2004). Estos datos sugieren que el TMS puede dar lugar
a dos variantes, cada una de las cuales se esta procesando de forma diferencial en el sistema

nervioso (Bermudez-Rattoni, 2004).

Existe evidencia que indica que en la formacién de la memoria gustativa hay una
modulacién diferencial por sistemas de neurotransmision para cada modalidad del TMS, aunque
también existen indicios de que estas dos modalidades del TMS comparten elementos en comun
(Bermudez-Rattoni et al., 2004; Bermudez-Rattoni, 2004; Gutiérrez 2003a). En este sentido, la
evidencia experimental indica que los sistemas de neurotransmisién de acetilcolina y glutamato
tienen papeles significativos en la formacion tanto del TMS seguro como del aversivo (Miranda et
al., 2003).

En el caso del sistema colinérgico en la aversion al sabor, el bloqueo de los receptores
muscarinicos con escopolamina en la corteza gustativa12 antes del aprendizaje impide la
formacion del CAS (Bermudez-Rattoni, 2004), mientras que en el TMS seguro la inyeccion de
escopolamina en la corteza insular (Cl) antes o después de la presentacion de sacarina

novedosa bloquea la AN (Gutiérrez et al., 2003a). Asimismo, se sabe que los niveles de

"2 La corteza gustativa se localiza principalmente en la regién disgranular de la corteza insular (Yamamoto et al., 1994).
La corteza insular es una de las estructuras donde se podria formar la asociacién entre sabor y malestar, ya que recibe
informacion tanto visceral como gustativa; mas aun, se ha demostrado que la integridad cortical es necesaria para el
aprendizaje del CAS, pero no para la reactividad a un sabor (por ejemplo, preferencia por la sacarosa sobre el agua;
Bermudez-Rattoni, 2004).
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acetilcolina extracelular en la Cl aumentan cuando se prueba un sabor novedoso, y disminuyen
gradualmente conforme el sabor en cuestiéon pierde su novedad al ser ingerido en repetidas

ocasiones (Miranda et al., 2000).

En el caso del sistema glutamatérgico en el TMS aversivo, el bloqueo de los receptores
tipo NMDA con el antagonista 2-amino-5-fosfonopentanoato (AP-5) antes o una hora después
del EC bloquea el TMS aversivo (Ferreira et al., 2002). También se ha observado que la sola
administracion del inductor de malestar provoca un cambio significativo en la liberacién de
glutamato extracelular en la Cl (Miranda et al., 2002). En relaciéon con este neurotransmisor en el
TMS seguro, el bloqueo de los receptores tipo NMDA con AP-5 en la Cl antes de la sacarina
novedosa no afecta ni la neofobia ni su atenuacion (Gutiérrez et al., 2003b). Estos datos
sugieren que la acetilcolina estd mas relacionada con el aprendizaje de la seguridad de un sabor,
especificamente con la conversion del sabor de nuevo a seguro, mientras que el sistema
glutamatérgico estd mas involucrado con el aprendizaje de aversion (Bermudez-Rattoni, 2004).
Por lo tanto, la evidencia sugiere que el TMS seguro y aversivo son procesados de manera
diferencial; sin embargo, también comparten mecanismos en comun, ya que el sistema
colinérgico es esencial para ambos trazos de memoria (Gutiérrez et al., 2003a; Bermudez-
Rattoni, 2004).

Se ha reportado que la inhibicion de sintesis de proteinas es necesaria para la
consolidacién del TMS. En este sentido, se ha visto que la doble inyeccién de un bloqueador de
la sintesis proteica en la corteza gustativa, 15 minutos antes e inmediatamente después del
aprendizaje del CAS, bloquea la formacion de la MLP (Rosenblum et al., 1993). Otro trabajo
reciente muestra que la inhibicion de la sintesis proteica en la Cl inmediatamente después de la
presentacion de sacarina novedosa afecta negativamente la AN (Rodriguez-Ortiz et al., 2005).
Estos resultados confirman lo hallado en otras memorias, tales como la prevencién pasiva
(Freeman et al., 1995; Quevedo et al., 1999; Igaz et al., 1992), el condicionamiento de miedo
(Schafe et al., 1999; Maren et al., 2003), memorias espaciales (Meiri y Rosenblum, 1998;
Touzani et al., 2007), y tareas instrumentales (Hernandez et al., 2003) en el sentido de que la

consolidaciéon de la memoria es dependiente de la sintesis de proteinas.

1.4.2. VIAS NEURONALES DE LA MEMORIA GUSTATIVA

En mamiferos, la informacién gustativa entra al sistema nervioso central a través de los
nervios craneales facial (VIl), glosofaringeo (IX) y vago (X), y llegan al nucleo del tracto solitario
(NTS) rostral en el tallo cerebral (Bermidez-Rattoni, 2004, Yamamoto et al., 1994). Del NTS

rostral pasa al subnucleo dorsolateral del nucleo parabraquial pontino (NPB), de donde salen
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proyecciones hacia el hipotalamo lateral, la amigdala basolateral (ABL) y el nicleo central
amigdalino (NCe), y al nucleo ventroposteromedial del talamo; desde la ABL y CI parten fibras
hacia el ndcleo accumbens, mientras que desde el talamo la informacion alcanza la corteza
gustativa. Desde el NCe parten aferencias hacia el area ventral tegmental (VTA), que a su vez se
comunica con el NAcc. Por su parte, el NAcc envia proyecciones hacia el nucleo basal
magnocelular (NBM) (Figura 1.2) (Bermudez-Rattoni, 2004, Yamamoto et al., 1994; Ramirez-
Lugo et al., 2007).

Los irritantes del sistema gastrointestinal estimulan al nervio vago, de donde parten
proyecciones hacia el NTS caudal. Adicionalmente, los inductores de malestar alcanzan a través
del torrente sanguineo el area postrema13. El area postrema también manda proyecciones al
NTS caudal, de donde parten fibras hacia el NPB lateral, la ABL y el nucleo paraventricular del
hipotdlamo. EI NPB caudal proyecta finalmente hacia la porciéon ventroposterolateral del talamo
(Bermudez-Rattoni, 2004, Bermudez-Rattoni et al., 2004; Yamamoto et al., 1994; Yamamoto,

2007). Todo el circuito de la memoria gustativa antes descrito se esquematiza en la Figura 1.2.

'® Zona, ubicada en el piso del cuarto ventriculo, en el tallo cerebral (Lopez-Anttinez, 1979), con una barrera
hematoencefalica mas permisiva que la del resto del cerebro; es el area postrema la encargada de detectar signos de
toxicidad (Yamamoto et al., 1994)

22




Introduccion

FIGURA 1.2. VIAS NEURALES DEL TRAZO DE MEMORIA DEL SABOR

Nervio VII
(facial)

— )

Nervio I1X ds| |
(glosofaringeo) —* NEM
Nervio X I
caudal

(EN)

(vago)

Area
postrema

VTA — NAcc

Figura 1.2. Esquema que muestra a las estructuras cerebrales que participan en el trazo de la memoria gustativa. Las
lineas gris claro representan la codificacion de la informacién gustativa (EC); las lineas negras representan la codificacion
de la informacion visceral (El); las lineas punteadas representan proyecciones que participan en el CAS pero cuya
modalidad sensorial se desconoce. NTS: nucleo del tracto solitario; NPB: nucleo parabraquial pontino, dsl: subnucleo
dorsolateral, lat: subnucleo exterior lateral; NBM: nucleo basal magnocelular; NAcc: nucleo accumbens; VPM: talamo
ventroposteromedial, VPL: talamo ventroposterolateral; VTA: area tegmental ventral; Cl: corteza insular; ABL: amigdala
basolateral, NCe: nucleo central amigdalino. Modificado de Bermudez-Rattoni, 2004 y Ramirez-Lugo et al., 2007.

La informacion generada por el sabor alcanza la corteza gustativa, que se encuentra en
la regién agranular de la Cl (Bermudez-Rattoni 2004, Yamamoto et al., 1994; Yamamoto, 2007).
La evidencia indica que la Cl es una estructura particularmente importante para la memoria
gustativa (Bermudez-Rattoni, 2004). En este sentido, se ha visto que lesiones en la Cl eliminan
la aversion al sabor una vez consolidado el aprendizaje del CAS (Yamamoto et al.,, 1994).
También se ha reportado que la remocion de la corteza cerebral en ratas antes del aprendizaje
de aversién al sabor impiden que los animales aprendan el CAS (Bermudez-Rattoni, 2004). Sin
embargo, otros trabajos apuntan a que la corteza gustativa no es esencial para la percepcion del
sabor por si misma; por ejemplo, animales lesionados en la Cl prefieren la ingesta de sustancias
con valor nutricional intrinseco, como soluciones de sacarosa o soluciones de cloruro de sodio, y
rechazan la ingesta de sustancias innatamente aversivas, como soluciones de quinina o

soluciones acidas (Bermudez-Rattoni, 2004).

La evidencia no permite establecer una relacion exclusiva entre una estructura cerebral

particular y alguno de las dos modalidades del TMS (Bermudez-Rattoni, 2004). De entre las
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estructuras que participan en la codificacion de este TMS una de las menos estudiadas es el
nucleo accumbens. El ndcleo accumbens es una regién del cerebro rostrobasal que esta
anatomica y funcionalmente en estrecha relacion con el cuerpo estriado (Zahm, 2000). Como se
puede apreciar en la Figura 1.2, el nucleo accumbens esta interconectado con estructuras que
tienen una gran importancia en la formacién del TMS, como la corteza gustativa, la ABL, y el

NBM, entre otras.

1.5. NUCLEO ACCUMBENS

El nucleo accumbens (NAcc) es una estructura bilateral del telencéfalo'™ rostrobasal, y
se ubica en la parte caudal del asta anterior del ventriculo lateral, y arriba de la sustancia
perforada anterior (Lépez-Antinez, 1979). Junto con el tubérculo olfatorio forma el estriado
ventral, regién ésta ultima perteneciente a los ganglios basales (Lopez-Antunez, 1979; Zahm,
2000). En la Figura 1.3 se muestra la ubicacién anatémica de esta estructura en el cerebro de la

rata.

" Division mas grande del cerebro, basada en el desarrollo embrionario del sistema nervioso; incluye a la corteza
cerebral, sistema limbico, bulbo olfatorio y ganglios basales (L6pez-Antinez, 1979).
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FIGURA 1.3. LOCALIZACION ANATOMICA DEL NUCLEO ACCUMBENS

Figura 1.3. (A) Esquema coronal donde se muestra la ubicacion del NAcc y sus subrregiones medial (mNAcc) y lateral
(LNAcc) en el cerebro de la rata. Str: estriado; CC: cuerpo calloso; Cl: corteza insular; (B) microfotografia coronal
mostrando al mNAcc y al LNAcc en el cerebro de la rata; vl: ventriculo lateral. (B) Modificado de Pothuizen et al., 2006.

El NAcc esta involucrado con conductas dirigidas a la obtencion de reforzadores, ya
sean éstos naturales (p. Ej., ingesta, actividad sexual) o artificiales, como drogas de abuso (p.
Ej., cocaina y anfetaminas); en este sentido, su participacion en el desarrollo de las adicciones
es bien conocida, principalmente a través de su actividad dopaminérgica (Kelley, 2004; Zahm,
2000). El NAcc recibe proyecciones glutamatérgicas en su mayoria de estructuras limbicas
relacionadas con el control de respuestas emocionales, como la amigdala y el hipotadlamo, y
cortezas como la corteza prefrontal (PFC); a su vez, el NAcc manda proyecciones principalmente
GABAérgicas hacia circuitos motores como el globo palido ventral y el mesencéfalo ventral
(Kelley, 2004; Zahm, 1999, 2000; Wolf, 2002). Por lo tanto, se le considera como una interfaz
entre estimulos reforzantes y conductas motoras dirigidas hacia la obtenciéon de los mismos; es
decir, entre “la motivacién y la accion” (Kelley, 2004; Setlow, 1997; Ramirez-Lugo et al, 2006a,
2006b; Wolf, 2002; Hyman et al., 2006).

El NAcc se subdivide morfolégicamente en tres regiones: el NAcc medial (mNAcc), el
NAcc lateral (LNAcc), y el NAcc rostral (en inglés shell, core y rostral pole, respectivamente); la

mayoria de los autores consideran al NAcc rostral como una extension del medial, por lo que la
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diferenciacion dominante del NAcc en la literatura considera generalmente sélo al NAcc medial y
al lateral (Zahm, 2000).

De las tres subrregiones antes mencionadas, el mNAcc es el que tiene la mayor
diversidad en cuanto a conexiones interestructurales (Zahm, 1999), ya que manda proyecciones
a la parte medial del globo palido ventral, hipotalamo lateral, al VTA, al NPB, y la sustancia nigra
pars compacta; a su vez, recibe aferencias dopaminérgicas del VTA, GABAérgicas vy
glutamatérgicas de la ABL y de la Cl, y noradrenérgicas del NTS y el locus coeruleus (Ramirez-
Lugo et al, 2006; Zahm, 2000). De estas estructuras, la ABL, el NPB, el NTS y la Cl son de gran
importancia en el TMS (Ramirez-Lugo et al, 2006).

El LNAcc tiene aferencias hacia la parte dorsolateral del globo pélido ventral, el nicleo
entopeduncular, y la sustancia nigra pars compacta (Ramirez-Lugo et al., 2007; Zahm, 2000), y

recibe proyecciones de la PFC dorsal, la ABL y el talamo ventromedial (Zahm, 2000).

Se sabe que esta estructura esta involucrada en memorias declarativas'®, como el
laberinto acuatico de Morris'® (Setlow, 1997), y no declarativas, como la memoria gustativa
(Ramirez-Lugo et al., 2007, 2006b).

1.5.1. NUCLEO ACCUMBENS EN APRENDIZAJES ASOCIATIVOS

Existe evidencia que indica la participacion del NAcc en memorias asociativas. Por
ejemplo, se sabe que existe en el NAcc una liberacion significativamente mayor de glutamato
cuando una rata asocia un tono con una descarga eléctrica en las patas (Salu’skaya y Mardsen,
1997). Similarmente, la liberacién de dopamina en el mNAcc es significativamente mayor durante
la evocacién en esta tarea de miedo a un tono (Pezze et al., 2001). Asimismo, la inactivacién en

ratas del NAcc con el bloqueador de los canales de Na’ sensibles a voltaje tetrodotoxina'’,

'® La memoria declarativa es aquella que almacena recuerdos que pueden ser facilmente traidos a la conciencia, como la
memorizacién de fechas y datos, o las memorias espaciales, mientras que la memoria no declarativa es aquella que no
puede ser facilmente traida a la conciencia y sélo se expresa a través de la ejecucién, como en el caso de los
condicionamientos clasico y operante, o en la adquisicion de habilidades motoras (Setlow, 1997; Squire y Kandel, 1999).
Existe evidencia neurolégica de pacientes con lesiones en el I6bulo temporomedial que apunta a que la memoria
declarativa es dependiente de la actividad del hipocampo, mientras que la memoria no declarativa no depende de la
actividad de esta estructura subcortical (Squire y Kandel, 1999).

'® Tarea empleada para evaluar la memoria espacial. Consiste en un contenedor lleno de agua, el cual posee una
pequeiia plataforma cuya altura es inferior al nivel del agua; el animal (cominmente se usan roedores) debe nadar en el
contenedor hasta llegar a la plataforma, sirviéndose de claves espaciales fuera del contenedor como puntos de
referencia (Squire y Kandel, 1999).

"7 | a tetrodotoxina es una neurotoxina potente, abundantemente presente en el pez globo, y sin antidoto conocido, que
impide los potenciales se accién en las neuronas bloqueando la actividad de los canales de Na® sensibles a voltaje
(Agnew, 1984). Comunmente la muerte por intoxicacion con TTX es debida a hipoxia cerebral, consecuencia de la
depresion de los musculos respiratorios (Tambyah et al., 1994).
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impide el aprendizaje y la evocacion de un condicionamiento de miedo, asociando una luz con un
choque eléctrico en las patas de los animales (Schwienbacher et al., 2004). De igual forma, en
un condicionamiento pavloviano en el que se emplea una luz como EC y la disponibilidad de
sacarosa como El, la tasa de disparo de las neuronas del NAcc es significativamente mayor
cuando se presenta el EC, una vez que la tarea ha sido aprendida (Wan y Peoples, 2006).
Finalmente, se ha visto que la administracion de antagonistas de los receptores D1 y D2"
dopaminérgicos en el mNAcc interfieren con el aprendizaje de condicionamiento de preferencia a
un lugar con morfina (Fenu et al., 2006) y nicotina (Spina et al., 2006). Estos datos sugieren que
la actividad del NAcc es importante en varios aprendizajes asociativos. Adicionalmente, se ha

verificado la participacion de esta estructura en la memoria gustativa.

1.5.2. NUCLEO ACCUMBENS Y MEMORIA GUSTATIVA

Existe evidencia especifica que apunta a que el NAcc participa en la formacién de la
memoria gustativa. Por ejemplo, Mark y colaboradores, recolectando fracciones de 20 minutos
obtenidas con microdialisis'® y analizadas con HPLC2°, midieron los niveles extracelulares de
dopamina (DA) en el NAcc durante el aprendizaje del CAS, encontrando que la sacarina no
condicionada aumenta la liberacién de DA significativamente en un 37% (Mark et al., 1991). Por
el contrario, cuando la sacarina ha sido asociada con malestar gastrico, los niveles de DA
disminuyen en 40% (Mark et al., 1991). En otro trabajo, estos autores midieron los niveles esta
vez de acetilcolina durante el aprendizaje del CAS, encontrando que la asociacion del EC con el
El provocoé un aumento de 40% en la liberacion de acetilcolina (Mark et al., 1995). Asimismo,
Fenu y colaboradores exploraron la participacién del sistema dopaminérgico en el mNAcc en la
formacion del TMS aversivo, encontrando que la inyeccidon de un antagonista de los receptores
D1 de dopamina (SCH-39166) en esta estructura, 5 minutos después del sabor, bloqued la
formacion del CAS (Fenu et al., 2001). Estos trabajos, en conjunto, sugieren la participacion del
NAcc en la formacion de la memoria gustativa de aversion, principalmente a través de la

actividad de varios sistemas de neurotransmision, especificamente el colinérgico y el

® Los receptores dopaminérgicos son proteinas transmembranales que estan unidas a proteinas G (enzimas que se
activan tras cambiar su unién constitutiva del nucleétido guanosin difosfato —GDP- por guanosin trifosfato —-GTP-). Estos
receptores se dividen en receptores tipo D1, que estan unidos a una clase de proteina G excitatoria (que estimula la
sintesis del segundo mensajero adenosin monofosfato ciclico —-cAMP-), y D2, los cuales estan unidos a otra clase de
proteina G inhibitoria (disminuye la sintesis de cAMP) (Siegel et al., 1999).

'® Técnica empleada para obtener muestras de fluido presente en el espacio extracelular de los tejidos (Siegel et al.,
1999).

® Cromatografia liquida de alta resolucion (en inglés High Performance Liquid Chromatography), es un tipo de
cromatografia en columna utilizada para analizar una muestra bioquimica y separar sus componentes, con base en la
interaccién de los componentes de la muestra analizada y la columna cromatografica (Siegel et al., 1999).
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dopaminérgico. Consistentemente, se ha reportado que la expresion de c-Fos?' aumenta
significativamente en el mNAcc cuando se induce CAS con altas dosis de cloruro de litio (LiCl)
(Ferreira et al., 2006), lo cual apoya la idea de la participacién del mNAcc en la formacién de la

aversion a un sabor.

Mas recientemente Ramirez-Lugo y colaboradores estudiaron el papel de los sistemas
colinérgico y glutamatérgico en el mNAcc y LNAcc en el TMS. Estos autores bloquearon los
receptores muscarinicos y tipo NMDA 15 minutos antes del sabor en el CAS y 15 minutos antes
de la sacarina novedosa en la AN, en ambas subestructuras (Ramirez-Lugo et al., 2006). Los
resultados que obtuvieron fueron, en el TMS aversivo, que la inhibiciéon de los receptores NMDA
antes del sabor afecta la MCP y la MLP, tanto en el mNAcc como en el LNAcc, mientras que la
inhibiciéon de los receptores colinérgicos tuvo efectos en la MCP y MLP sélo en el mNAcc. En el
TMS seguro, el bloqueo de los receptores muscarinicos tuvo efectos sélo en el mNAcc en la
prueba al dia siguiente de la adquisicidon, mas no en la neofobia ni en las pruebas posteriores. El
bloqueo de los receptores NMDA no tuvo efecto en ninguna de las dos subrregiones. (Ramirez-
Lugo et al.,, 2006). Estos datos muestran que el mNAcc es especialmente relevante en la
formacion del TMS, ya que es la Unica subestructura del NAcc donde se ve que la actividad tanto
de los receptores NMDA como los receptores muscarinicos es critica para la codificacion del
TMS seguro y del TMS aversivo. En el caso de la actividad colinérgica en el mNAcc, la evidencia
indica que esta subrregién es importante para la consolidacion tanto del TMS seguro como del
aversivo. De hecho, algunos trabajos (Hernandez et al., 2001; Li y Fleming, 2004) han
encontrado que el mNAcc participa, a través de la sintesis de nuevas proteinas, en la

consolidacién de algunas memorias.

1.5.3. CONSOLIDACION EN EL NUCLEO ACCUMBENS.

Existe evidencia experimental de que el NAcc esta involucrado en la consolidacion de
varias memorias. Herndndez y colaboradores reportaron que la inhibicion de la sintesis de
proteinas en el LNAcc durante los primeros 5 dias del aprendizaje de una tarea instrumental en
una camara operante22 interfiere con la consolidacion de la memoria, observandose que los

animales inyectados con el farmaco tardan mas tiempo en emitir respuestas correctas en

% Gen de expresion temprana (ver seccion 5.3) y factor de transcripcién que se activa en respuesta a la estimulacién de
la neurona; por ello es empleado como marcador de actividad neuronal (Squire y Kandel, 1999).

2 Aparato usado para el andlisis experimental de la conducta, inventado alrededor de 1930 por B.F. Skinner. Consiste
generalmente en una caja cerrada, con rejilla en el piso (por donde se pueden aplicar descargas eléctricas), y en uno de
los muros una o varias luces, una o varias palancas, y un dispensador de comida. Usualmente se emplean roedores en
estos aparatos. Las camaras operantes se emplean para el estudio de los condicionamientos pavloviano y operante
(Chance, 1999).
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relacion con el tiempo que tardan en responder correctamente los animales tratados con
vehiculo (Hernandez et al., 2002), Analogamente, la inhibicién de la sintesis proteica en el
mNAcc con cicloheximida® afecta la consolidacion de la memoria materna® en ratas hembra,
medida dias después de haber sido expuestas por 1hr a crias recién nacidas (Li y Fleming,
2003). Estos reportes indican que el NAcc es una estructura importante en la consolidacién de
algunas memorias, y que esta participacién se da a través de la sintesis de proteinas. Sin
embargo, sabiendo que el mNAcc es especialmente relevante para la consolidacién de la
memoria gustativa de aversion y de lo seguro a través de dos sistemas de neurotransmision, no
se ha explorado si también el mNAcc podria estar participando en la consolidaciéon de estas

memorias a través de la sintesis de proteinas.

2 |nhibidor de sintesis de proteinas, que interfiere con la fase de elongacion de la traduccion; especificamente, bloquea
la reaccién de la peptidil-transferasa en la subunidad 60S de los ribosomas. Es un farmaco con fuertes efectos tdxicos
(p.Ej., dafio en el ADN, malformaciones congénitas, etc.), por lo que no se emplea como primera opcién en la
investigacion en animales (Siegel et al., 1999).

# La memoria materna se refiere a la expresion de conductas relacionadas con la cuida de crias (lamer a las crias,
llevarlas de regreso al nido, olfatearlas, etc.) que expresan ratas hembras que acaban de parir tras haber sido expuestas
a crias recién nacidas. El hecho de que las ratas hembra acaben de parir es condicién necesaria mas no suficiente para
la expresion de estas conductas; debe haber una exposicién a crias recién nacidas, considerada como el aprendizaje,
para el surgimiento de estas respuestas (Li y Fleming, 2003).
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2. PLANTEMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con la evidencia presentada anteriormente, se sabe que para que la
memoria se estabilice en el largo plazo, necesita pasar por un proceso llamado consolidacion. La
sintesis de proteinas es un proceso celular de gran importancia biolégica en general, y lo es
particularmente para que la memoria se consolide en el largo plazo, a través de la plasticidad
sinaptica. Un buen modelo para el estudio de la memoria es el aprendizaje gustativo, el cual
forma un trazo de memoria que se divide en aversivo y seguro, y cuya consolidaciéon depende de
la sintesis de proteinas en la corteza gustativa. En la formacion del trazo de memoria participan
estructuras corticales y subcorticales; recientemente se ha descrito que el NAcc participa en la
formacion de la memoria gustativa, y particularmente, que el mNAcc esta involucrado en la
formacion del TMS seguro y aversivo, principalmente a través de los sistemas colinérgico y
glutamatérgico. Mas auln, se sabe que la sintesis de proteinas en el NAcc es necesaria para la
consolidaciéon de algunas memorias. Con estos antecedentes, la pregunta de investigacion es la

siguiente:

¢Es necesaria la sintesis de proteinas en el mNAcc en la consolidacion de

la memoria gustativa?

2.1. OBJETIVOS

2.1.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar si es necesaria la sintesis de proteinas en el mNAcc en la consolidacién del
TMS.

2.1.2. OBJETIVO PARTICULAR

Evaluar si la sintesis de proteinas en el mNAcc participa de forma diferencial en el TMS

seguro y en el TMS aversivo.
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2.2. HIPOTESIS

La sintesis de proteinas en el mNAcc es necesaria para la consolidacién de la memoria
gustativa. La inyeccion de un farmaco inhibidor de la sintesis de proteinas afectara Ila
consolidaciéon de la memoria, lo cual se vera reflejado en una disminucion de la aversion (CAS)
en la prueba al largo plazo, y en ausencia del reconocimiento de la seguridad-familiaridad del
sabor (AN).
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3. METODOLOGIA.

3.1. ANIMALES

Se emplearon 160 ratas macho de la cepa Wistar, de 270 a 310gr al momento de la
cirugia, obtenidas del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Estos animales se
mantuvieron en cajas de acrilico individuales con ciclo de luz-oscuridad de 12/12hrs; todas las
manipulaciones y procedimientos experimentales se realizaron en la fase de luz. Los animales

tuvieron acceso a alimento y agua ad libitum, excepto durante el desarrollo de los experimentos.

3.2. FARMACOS

Se emple6é anisomicina (2-[p-metoxibencil]-3,4-pirrolidinediol 3-acetato, C;HgNO,)
(Sigma, St. Louis, MO), efectivo inhibidor de sintesis de proteinas (arriba del 90% de inhibicidn;
Grollman 1967). Este farmaco fue disuelto en HCI equimolar, ajustado a un pH de 7.4, con una

concentracion final de 100 pg/ul, (Rosenblum 1993).

Como vehiculo se empled una solucién de liquido cefalorraquideo artificial (ACSF por
sus siglas en inglés, NaCl 125mM, KCI 5mM, NaH,PO4H,O 1.25mM, MgSQO,7H,O 1.5mM,
NaHCO; 26mM, CaCl, 2.5mM, glucosa 10mM).

3.3. CIRUGIA

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (40mg/kg, intraperitoneal).
Después se les implantaron canulas bilaterales de calibre 23 y 12mm de largo en el mNAcc,
siguiendo las coordenadas: AP= +2mm, y lateral= +1mm con respecto a Bregma (Paxinos y
Watson, 1986). La punta de la canula fue ubicada a —5.3mm subdural, 2.5mm sobre el mNAcc.
Dichas canulas se fijaron al craneo con 2 tornillos y acrilico dental, y se bloquearon con estiletes

de acero para evitar su obstruccion.
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3.4. MICROINYECCION

Todos los animales fueron manipulados por aproximadamente 3 minutos durante los
dias de registro de linea base, esto para minimizar los efectos del estrés en la conducta el dia de
las microinyecciones. Las microinyecciones se realizaron con las ratas concientes, sostenidas a
mano. Se retiraron los estiletes que bloqueaban las canulas, y se insertaron dos inyectores
dentales de calibre 30 y 14.5mm de largo, uno por cada hemisferio, que fueron conectados por
medio de tuberia de polietileno a dos jeringas Hamilton de cristal de 10ul montadas en una
bomba automatica de microinfusiéon. El volumen total inyectado fue de 1ul por hemisferio, a
razén de 0.5 yl/min. Los inyectores se dejaron un minuto adicional para permitir la difusién del

farmaco en el tejido.

3.5. ANALISIS HISTOLOGICO

Para determinar el lugar exacto donde fueron ubicadas las canulas, los animales fueron
sacrificados con una sobredosis de pentobarbital. Posteriormente fueron perfundidos con
solucién salina al 0.9% mediante una aguja intracardiaca. Se les extrajo los cerebros, mismos
que fueron fijados en una solucion al 0.4% de paraformaldehido/PB 0.1M; posteriormente, los
cerebros extraidos fueron colocados en una solucién al 30% de sacarosa. Los cerebros
congelados fueron cortados con un criéstato en secciones coronales de 40um de espesor y los
cortes, montados en laminillas, fueron tefidos con violeta de cresilo y analizados al microscopio
mediante la técnica de campo claro. En la Figura 3.1 se muestra una microfotografia
representativa de la ubicacion de las canulas implantadas. Los animales detectados con una

implantacion erronea de las canulas fueron descartados del analisis estadistico.
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FIGURA 3.1. LOCALIZACION DE LAS CANULAS GUIA EN EL CEREBRO

Figura 3.1. Microfotografia de uno de los cortes coronales del cerebro de una rata, de 40um de espesor, teflido con
violeta de cresilo. En la imagen se muestra la lesién producida por la canula en el tejido cerebral, asi como la region a la
que se dirigieron las microinyecciones.

3.6. PROCEDIMENTOS CONDUCTUALES

Después de la cirugia, se dejoé descansar a todos los animales 4 dias, durante los cuales
tuvieron agua y alimento ad libitum. Al dia 5 fueron privados 24hrs de agua. Los protocolos

conductuales empleados en cada uno de los experimentos se detallan en la siguiente seccién.
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4. EXPERIMENTOS

4.1. EXPERIMENTO 1. BLOQUEO DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN EL
CONDICIONAMIENTO DE AVERSION AL SABOR

Durante los 4 dias siguientes a la privacion los animales tuvieron acceso a pipetas con
agua dos veces al dia; el propésito de este doble consumo diario fue habituar a los animales al
procedimiento conductual para evaluar posteriormente la MCP. En la mafiana, tuvieron acceso
durante 15 minutos a 10ml de agua, mismos que generalmente son ingeridos en su totalidad;
4.5hrs mas tarde, pudieron acceder a 40ml de agua por 15 minutos. Estos ultimos consumos,
que habitualmente son inferiores a los 40ml disponibles, fueron registrados y su media constituy6

la linea basal (LB) de consumo de agua.

El dia de la adquisicion, se le presentd a las ratas el estimulo gustativo, consistente en
10ml de una solucién de sacarina sddica (Sigma, St. Louis, MO) al 0.1%; este sabor fungié como
EC. 15 minutos después de les administré intraperitonealmente un inductor de malestar gastrico,
LiCl (0.4M, 7.5 mil/kg, Baker, Phillipsburg, NJ); este estimulo fungié como El. La MCP se evalu6 a
las 4.5hrs de administrado el El, presentando a los animales 40ml de sacarina por 15 minutos.
Durante los 3 dias siguientes se restablecié el consumo diario de agua, limitado a 40ml de agua
por 15 minutos. La MLP se evalud a las 72hrs posteriores a la adquisicion, presentando 40ml de

sacarina por 15 minutos.

Para investigar la participacion de la sintesis de proteinas en el TMS aversivo, 30
animales recibieron la microinyeccion del farmaco 15 minutos antes del EC, divididos en dos
grupos: uno de 15 ratas a las que se les administr6 anisomicina, y otro de 15 ratas tratado con
vehiculo; el procedimiento conductual usado se muestra en la Figura 4.1, A. Otros 32 animales
recibieron la microinyeccion inmediatamente después del EC, divididos en dos grupos: uno de 16
ratas que recibieron anisomicina, y otro de 16 ratas que recibieron vehiculo; el protocolo
conductual empleado se muestra en la Figura 4.1, B. 5 animales intactos adicionales se

emplearon como controles conductuales.
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FIGURA 4.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA EL CONDICIONAMIENTO DE

AVERSION AL SABOR
Inyeccion
intraperitoneal SMCP SMLP
A. Sacarina0.1%  LiClL04M  Sacarina aidiing
(EC) {EN ) )
A A A
15 minutos ¥ 15 minutos ¢ 15 minutos I 15 minutos I | 15 minutusl t

Inyeccién 4.5 horas 72 horas
anisomicina

Inyeccion
B_ intraperitoneal MCP MLP
. LiCl, 0.4 M Sacarina Sacarina
Sacarina 0.1% 4
EQ {El) 0.1% 0.1%
P e A A
15 minutos | 15 minutos I 15 minutos I I 15 minutos ' I t

4.5 horas 72 horas
Inyeccidon
anisomicina

Figura 4.1. Representacion del protocolo experimental empleado para estudiar la memoria aversiva (A) Inyecciéon de
anisomicina 15 minutos antes de la presentacion de sacarina nueva (10ml, 0.1%); (B) inyeccién de anisomicina
inmediatamente después de la presentacion de sacarina nueva. En (A) y en (B) la prueba a corto plazo fue a las 4.5hrs
de haber concluido el primer consumo de sacarina, presentandose 40ml de sacarina con la misma concentracion que la
usada en el aprendizaje. De forma analoga, en (A) y en (B) la prueba a largo plazo fue hecha a las 72hrs de haber
finalizado el primer consumo de sacarina, presentandose 40ml de la misma concentraciéon de sacarina empleada en el
aprendizaje. Al final tanto de las pruebas a corto y a largo plazo se les proporcioné a los animales un bebedero con 40ml
de agua para evitar la deshidratacion, independientemente del consumo de sacarina en la prueba respectiva.
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4.1.1. RESULTADOS

Para el analisis estadistico se empled un analisis de varianza (ANOVA) factorial, y un
analisis post-hoc de Fisher para determinar la existencia de diferencias significativas entre los
grupos. 9 animales fueron descartados del analisis por fallas técnicas durante el desarrollo del
experimento. Los resultados se presentan en las Figuras 4.1 A y B, graficados en porcentajes de

consumo con respecto a la LB (media + error estandar).

En la Figura 4.2, A se observa el efecto de la inyeccion de anisomicina en el mNAcc 15
minutos antes de la primera presentacion del estimulo gustativo, en la MCP y en la MLP. El
anadlisis de la ANOVA factorial revel6 que no hay diferencias significativas (p>0.05) en la LB de
consumo de agua entre el grupo de ratas con inyeccién de anisomicina (n = 11), el grupo control
con inyeccion de vehiculo (n = 15) y el grupo de animales intactos (n = 6) (F ;30 = 2.183; datos
no mostrados). Tampoco se encontraron diferencias entre los grupos en el consumo de sacarina
en la MCP (F ,3 = 2.076). Sin embargo, si se hallaron diferencias entre los grupos en el

consumo de sacarina en la MLP (F 53, = 5.857, p<0.05).

En la Figura 4.2, B se muestra el efecto de la inyeccion de anisomicina en el mNAcc
inmediatamente después de la presentacion del estimulo gustativo, en la MCP y en la MLP. El
analisis estadistico no reveld diferencias significativas (p>0.05) en la LB de consumo de agua
entre el grupo de ratas con inyeccion de anisomicina (n = 11), el grupo control con inyeccién de
vehiculo (n = 16) y el grupo de animales intactos (n = 6) (F 229 = 2.081; datos no mostrados).
Tampoco se encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre los grupos ni en la MCP (F ;29
=0.188) ni en la MLP (F 5,9 = 0.362).
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FIGURA 4.2. RESULTADOS OBTENIDOS CON LA INYECCION DE ANISOMICINA
EN EL MNACC ANTES O DESPUES DEL SABOR EN EL CONDICIONAMIENTO DE
AVERSION AL SABOR
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Figura 4.2. El bloqueo de la sintesis de proteinas en el mNAcc antes de la presentacién del sabor bloquea la
consolidacion del TMS aversivo. Los datos se presentan en porcentajes con respecto a la LB (media + error estandar).
La reduccion en el consumo de sacarina con respecto a la linea base fue usada como indicador de la fuerza de la
aversion (A) Inyeccion hecha antes del EC; el farmaco afecta la MLP, pero no la MCP, lo cual sugiere un efecto del
inhibidor de la sintesis de proteinas en la consolidacion del TMS aversivo (B) inyeccion hecha después del EC; la
inyeccion de la anisomicina no tiene efecto en el consumo ni en la MCP ni en la MLP. Veh: vehiculo, Ani: anisomicina
*p<0.05, comparado contra el vehiculo y los intactos (prueba post-hoc de Fisher).
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4.2. EXPERIMENTO 2. BLOQUEO DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN LA
ATENUACION DE LA NEOFOBIA.

Los siguientes 4 dias posteriores a la privacion de agua, los animales tuvieron acceso
diario a pipetas con 40ml de agua por 15 minutos; este consumo, habitualmente inferior a los

40ml disponibles, se registrd y su media se consideré como LB.

El dia 5 se les presentd a las ratas el estimulo gustativo novedoso, consistente en una
soluciéon de sacarina al 0.5%; los animales tuvieron acceso a 40ml de esta soluciéon durante 15
minutos. Se registr6 este consumo como indicador de la novedad del sabor (neofobia),
considerandose un consumo bajo con respecto a la LB como indicador de la percepcién de la
sacarina como sabor novedoso. Para prevenir la deshidratacion de las ratas, se les permitio el
acceso a 40ml de agua adicionales por 15 minutos al concluir el experimento,
independientemente de su consumo previo de sacarina. Durante los siguientes 3 dias se evalué
la AN, repitiendo la presentacion de 40ml de sacarina por 15 minutos, seguida de 40ml de agua

por 15 minutos.

Con el objeto de evaluar la participacion de la sintesis de proteinas en el TMS seguro, 22
animales recibieron la inyeccién del farmaco 15 minutos antes de la sacarina, como se muestra
en la Figura 4.3. Estos animales fueron divididos en dos grupos: uno de 11 ratas a las cuales se
les administré anisomicina, y otro de 11 ratas a las cuales se les administrd vehiculo. Otros 24
animales recibieron la microinyeccion del inhibidor inmediatamente después del consumo de
sacarina, como se muestra en la Figura 4.3. Estos animales se dividieron en dos grupos: uno de
12 ratas que recibieron anisomicina, y otro de 12 ratas que recibieron vehiculo. Se emplearon 4

animales intactos adicionales como controles conductuales.
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FIGURA 4.3. PROTOCOLO CONDUCTUAL DE LA ATENUACION DE LA NEOFOBIA
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Figura 4.3. Representacion del protocolo experimental empleado en la atenuacion de la neofobia. (A) Inyeccion de
anisomicina hecha 15 minutos antes de la primera presentacion de sacarina (40ml, 0.5%), (B) inyeccién de anisomicina
hecha inmediatamente después del sabor nuevo. Se interpreté la magnitud en la reduccién en el primer consumo de
sacarina con respecto a la LB como indicador de la novedad del sabor (neofobia), mientras que el incremento progresivo
en el consumo de sacarina en las pruebas hechas en los 3 dias siguientes (dias 6, 7 y 8) constituyo la atenuacion de la
neofobia. Al final de todas las presentaciones de sacarina (neofobia y AN) se les dio acceso a los animales a 40ml de
agua por 20 minutos independientemente del consumo de sacarina, para evitar la deshidratacion.
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7.2.1. RESULTADOS

Para el analisis estadistico se empled un analisis de varianza (ANOVA) factorial, y un
analisis post-hoc de Fisher para determinar la existencia de diferencias significativas entre los
grupos. Se descartaron del analisis 8 animales por problemas técnicos durante el desarrollo del
experimento. Los datos se presentan en las Figuras 4.4 A y B en porcentajes de consumo de

sacarina con respecto a la LB (media + error estandar).

En la Figura 4.4, A se observa el efecto de la inyeccion de anisomicina en el mNAcc 15
min antes de la primera presentacion del estimulo gustativo, en la AN. El analisis de la ANOVA
factorial revel6 que no hay diferencias significativas (p>0.05) en la LB de consumo de agua entre
el grupo de ratas con inyeccién de anisomicina (n = 11), el grupo control con inyeccion de
vehiculo (n = 6) y el grupo de animales intactos (n = 4) (F ;2 = 0.765; datos no mostrados).
Tampoco se encontraron diferencias (p>0.05) entre los grupos en el consumo de sacarina en la
neofobia (F ;21 = 0.131) ni en las pruebas de los dias 5 (F ;21 = 1.115), 6 (F 224 =0.017),y 7 (F
221 = 0.286).

En la Figura 4.4, B se muestra el efecto de la inyeccion de anisomicina en el mNAcc
inmediatamente después de la presentacion del estimulo gustativo, en la AN. El analisis
estadistico no revelo diferencias significativas (p>0.05) en la LB de consumo de agua entre el
grupo de ratas con inyeccidon de anisomicina (n = 12), el grupo control con inyeccién de vehiculo
(n =9) y el grupo de animales intactos (n = 6) (F ;2 = 0.609; datos no mostrados). Tampoco se
encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre los grupos en la neofobia (F 2, = 0.726). Sin
embargo, si se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en las pruebas del dia 5 (F 22, =
9.905) y el dia 6 (F o2 = 4.371) entre el grupo de anisomicina y los grupos de controles e
intactos. En la prueba del dia 7 no se encontraron diferencias entre los grupos (p>0.05, F 5, =
3.610).
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FIGURA 4.4. RESULTADOS OBTENIDOS CON LA INYECCION DE ANISOMICINA
EN EL MNACC ANTES O DESPUES DEL SABOR NUEVO EN LA ATENUACION DE

LA NEOFOBIA
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Figura 4.4. El bloqueo de la sintesis de proteinas en el mNAcc después del sabor novedoso altera la consolidacion del
TMS seguro. Los datos de presentan en porcentajes de consumo con respecto a la LB (media + error estandar). (A)
inyeccion de anisomicina en el mNAcc hecha antes del sabor, no se observan cambios en el consumo de sacarina ni en
la neofobia (dia 5) ni su atenuacion (dias 6, 7 y 8) con respecto a los controles. (B) inyeccion de anisomicina en el
mNAcc después del sabor; no se afecta la neofobia, pero se observa una reducciéon significativa en el consumo de
sacarina del dia 6 y el dia 7 (AN) con respecto a los controles. Veh: vehiculo, Ani: anisomicina *p<0.05, comparado
contra el vehiculo (prueba post-hoc de Fisher).
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4.3. INTRODUCCION AL EXPERIMENTO 3.

En los experimentos anteriores se exploro el papel de la sintesis de proteinas en el

mNAcc en la consolidacion de la memoria gustativa tanto de aversion como de lo seguro.

En el experimento 1, la inhibicion de la sintesis de proteinas con el farmaco en el
mNAcc antes, pero no después del estimulo gustativo, bloquea la consolidacién de aversién al
sabor. No se encontraron efectos en la MCP, lo cual sugiere que con el farmaco no se esta
interfiriendo con el aprendizaje de la tarea. Debido a que el animal es capaz de aprender que la
sacarina es aversiva, resulta factible que sélo se esté inhibiendo una sintesis de proteinas que
sea necesaria para consolidar la memoria del sabor sélo si éste ha de ser asociado con
malestar. Esta sintesis de proteinas se da en un lapso de tiempo que no supera los 15 minutos,
puesto que solo el bloqueo antes de la percepcion del sabor, pero no inmediatamente después

de terminado el consumo, impide la consolidacion.

En el experimento 2, la inhibicion de la sintesis de proteinas en el mNAcc
inmediatamente después del consumo del sabor nuevo, pero no 15 minutos antes, previene la
consolidacién de la seguridad del sabor, lo cual se refleja en la disrupcién de la AN. Este efecto
se manifiesta en el consumo reducido de sacarina en las pruebas de los dias 5 y 6; si se
desarrollara una AN sin intervenciones farmacolégicas, se observaria un incremento progresivo
en el consumo en todas las pruebas siguientes a la neofobia. No se observa ningun efecto en la
neofobia como tal, lo cual sugiere que no se estd interviniendo con la percepcién del sabor, ni
con su cualidad de ser nuevo. En este caso, aparentemente se esta interfiriendo con una sintesis
de proteinas que sera necesaria para consolidar la memoria del sabor sélo si éste no es seguido
de malestar gastrico. Esta sintesis de proteinas comienza alrededor de 15 minutos después de
que el animal ha tenido el primer contacto con el sabor nuevo, y hasta el momento no se ha

determinado en qué momento finaliza, puesto que no se realizaron inyecciones posteriores.

Gutiérrez y colaboradores (2003a) han propuesto que la percepciéon de un sabor
desencadena la formacién del trazo de memoria, e inicia un periodo transitorio de “asociabilidad”
entre los estimulos. Si durante este periodo se presenta malestar gastrico, la asociacién entre
malestar y sabor se realiza, y se inicia el proceso de consolidacién, que lleva en ultima instancia
a un CAS. Por el contrario, si durante este periodo no llega el malestar, el proceso de
consolidacion de la seguridad del sabor inhibe la posibilidad de formar una asociacion entre
sabor y malestar (Gutiérrez et al., 2003a). Esta propuesta se esquematiza en la Figura 4.5,
donde a, b y c representan la presencia de malestar gastrico. En a el animal desarrollara una

43

Sintesis de proteinas en el nucleo accumbens en la memoria gustativa




Experimentos

fuerza mayor que en by, cuando ha terminado el periodo en el que es posible que se asocien el
sabor y el malestar gastrico, el animal consolidara la seguridad del sabor nuevo, inhibiéndose la
formacion de una posible aversién, aun cuando el malestar pueda presentarse en ¢ (Gutiérrez et
al., 2003a).

FIGURA 4.5. MODELO DE LA CONSOLIDACI()N DEL TRAZO DE MEMORIA DEL
SABOR PROPUESTO POR GUTIERREZ Y COLABORADORES

referencia

Fuerza

Figura 4.5. Modelo propuesto por Gutiérrez y colaboradores (2003a), el cual sugiere que la aversion que se pueda
desarrollar a un sabor esta en funcion del tiempo. En la figura, a, b y ¢ representan posibles presentaciones de malestar
gastrico. Tras la percepcion del sabor, se abre un periodo en el que es posible la asociaciéon entre sabor y malestar si es
que éste ultimo se presenta (a); el paso del tiempo dificulta el establecimiento de la aversién (b) y, una vez terminado
este periodo de “asociabilidad”, la consolidacion de la seguridad del sabor bloquea una posible formacién de aversion si
se presentara el malestar en tiempos posteriores (c). Modificado de Gutiérrez et al., 2003a.

El experimento 1 de esta tesis sugiere que la activacién de la sintesis de proteinas en
el mNAcc durante el aprendizaje esta siendo critica para la consolidacion del trazo de memoria
del sabor que sera catalogado como aversivo. Por otro lado, el experimento 2 de esta tesis
sugiere que la activacion de la sintesis de proteinas en el mNAcc después de la presentacion del
sabor nuevo es importante para la consolidacién del TMS seguro. Entonces, de acuerdo con la
propuesta de Gutiérrez y colaboradores, la consolidacion del TMS seguro en el mNAcc estaria
inhibiendo la posible formacion de la aversion; si esta consolidacién es bloqueada mediante la
inhibicién de la sintesis de proteinas, sera posible realizar un aprendizaje de aversion futuro con
el mismo sabor, ya que no serd reconocido como seguro. De acuerdo con lo hallado en el
experimento 2, este bloqueo de sintesis proteica debera realizarse inmediatamente después del
consumo del sabor nuevo, puesto que es en este tiempo en el que se descubrid que en el
mNAcc la sintesis de proteinas es esencial para la consolidacion del TMS seguro. Una forma de

comprobar estas supocisiones es a través de la inhibicién latente del CAS.
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La inhibicion latente (IL) es un efecto conductual que se caracteriza por un retardo en el
condicionamiento de un estimulo como consecuencia de una presentacion previa no
condicionada del estimulo en cuestiéon (Lubow y De La Casa, 2005); en otras palabras, la
preexposicion a un estimulo condicionado A que sera asociado posteriormente con un estimulo
incondicionado B provocara que el animal requiera mas asociaciones entre A y B para que la

respuesta condicionada a A se establezca.

La IL en el CAS se reporté por vez primera en 1967 (Revusky y Bedaf, 1967); se puede
generar presentando el EC (sacarina) en al menos una ocasion previa a la asociacion con el El
(malestar gastrico), e implica que un animal generara aversion preferentemente hacia un sabor
nuevo en vez de hacerlo hacia un sabor familiar (Gutiérrez et al., 2003b). Esta preferencia de
asociacién de sabores nuevos sobre sabores familiares es debida a que en la preexposicién a un
sabor nuevo se fortalece el TMS seguro, inhibiendo el TMS aversivo (Gutiérrez et al., 2003b). Si
se genera una asociacion posterior entre el sabor y malestar gastrico, debido a que el TMS
seguro se ha consolidado, se necesitaran mas asociaciones entre sabor y malestar para poder

generar el TMS aversivo, observandose el citado retardo en el condicionamiento.

Entonces, si en el mNAcc se inhibe la sintesis de proteinas antes de la preexposicion al
sabor en un protocolo de IL del CAS, esta intervencion no tendra efecto en el desarrollo de la IL.
Esto seria debido a que esta activacion de sintesis de proteinas es necesaria para la
consolidacién del CAS y, al no presentarse malestar gastrico en este primer consumo de
sacarina, se fortaleceria sin interrupciones el TMS seguro. Por el contrario, si se realiza el
bloqueo de la sintesis de proteinas en el mNAcc después de la preexposicidon al sabor, este
tratamiento bloquearia la IL del CAS, permitiendo un rapido aprendizaje de aversién, con una
sola asociacién entre sabor y malestar posterior a la preexposicién. Esto se deberia a que la
consolidacién del TMS seguro ha sido inhabilitada, por lo que esta consolidaciéon no estaria
presente para inhibir la posible formacion de aversion. Para comprobar esta hipotesis, se realizé

un tercer experimento, como se detalla a continuacion.

45

Sintesis de proteinas en el nucleo accumbens en la memoria gustativa




Experimentos

4.4. EXPERIMENTO 3. BLOQUEO DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN LA
INHIBICION LATENTE DEL CONDICIONAMIENTO DE AVERSION AL SABOR

Los siguientes 4 dias posteriores a la privacién, los animales tuvieron acceso a 10ml de
agua por 15 minutos, cantidad de agua que habitualmente es completamente ingerida; 4.5hrs
después tuvieron nuevamente acceso al agua, esta vez a 40ml durante 15 minutos. Este

segundo consumo se registrd, y su media constituyo6 la LB.

El dia de la preexposicion al sabor (dia 5) las ratas tuvieron acceso durante 15 minutos a
una solucién de sacarina (10ml, 0.1%) como EC. Transcurridos 15 minutos después de
terminado este consumo se les proporciond agua por 15 minutos (40ml). El dia siguiente (dia 6)
se realizd un protocolo de CAS presentando durante 15 minutos sacarina (10ml, 0.1%).
Transcurridos 15 minutos después de finalizado el consumo de sacarina se les administrod
intraperitonealmente a los animales el inductor de malestar gastrico (LiCl, 0.4M, 7.5 ml/kg, Baker,
Phillipsburg, NJ). En este experimento se evalu6 la aversion en el dia 6 a las 4.5hrs de
administrado el inductor de malestar, presentando a los animales nuevamente sacarina por 15
minutos (40ml, 0.1%), para establecer un consumo comparable a la MCP de la aversion
generada con un protocolo normal de CAS. Durante los 3 dias siguientes se restablecié el
consumo diario de agua, limitado a 40ml de agua por 15 minutos. Se realizé una segunda prueba
a las 72hrs (3 dias) posteriores al condicionamiento, presentando sacarina por 15 minutos (40ml,
0.1%), para establecer un consumo comparable a la MLP de la aversién generada con un

protocolo normal de CAS.

El inhibidor de la sintesis de proteinas les fue administrado a 18 animales, 15 minutos
antes de la preexposicion al EC, siguiendo el protocolo esquematizado en la Figura 4.6, A. Estas
ratas se dividieron en dos grupos: uno de 9 animales tratados con anisomicina, y otro de 9
animales tratados con vehiculo. Otros 16 animales recibieron la microinyecciéon del farmaco
inmediatamente después de la preexposicién al EC, siguiendo el procedimiento esquematizado
en la Figura 4.6, B. Estos animales fueron divididos en dos grupos: uno de 8 ratas tratadas con
anisomicina, y otro de 8 ratas tratadas con vehiculo. Adicionalmente, 4 animales intactos se

emplearon como controles conductuales.
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FIGURA 4.6. PROTOCOLO CONDUCTUAL DE LA INHIBICION LATENTE DEL
CONDICIONAMIENTO DE AVERSION AL SABOR

. t'“!"“'_:tiﬂ“ | Prueba Prueba
A S nain .~ Abhs 72hrs
= Sacarina 0.1% Sacarina 0.1% (iEI). Sacarina Sacarina
{EQ) EC) 0.1% 0.1%
—P e P A A,
L & ) L g -
15 minutos 15 minutos 15 minutos % 15 minutos I 15 minutos I I 15 minutos !
24 horas 4.5 horas 72 horas
Inyeccién
anisomicina
Inyeceidén
anisomicina ) t'“!’ecf;iﬁ“ | Prueba Prueba
i Ashrs 72hrs
B Sacarina 0.1% Sacarina 0.1% (iEI)- Sacarina Sacarina
. (EQ) (EQ) 0.1% 0.1%
A y . A,
r - La .
15 minutos 15 minutos 15 minutos %15 minutos I 15 minutos I I 15 minutos t |

24 horas 4.5 horas 72 horas

Figura 4.6. Protocolo experimental empleado para la inhibicion latente del condicionamiento de aversion al sabor. (A)
Inyeccion de anisomicina 15 minutos antes de la presentacion de sacarina novedosa. (B) Inyecciéon de anisomicina
inmediatamente después de la presentacion de sacarina novedosa. En (A) y en (B), el primer consumo de sacarina
(10ml, 0.1%, 15 minutos de acceso al bebedero) constituyé la preexposicion al sabor que fungié como EC. 24hrs
después se presentéd nuevamente sacarina (10ml, 0.1%, 15 minutos de acceso al bebedero) y, 15 minutos después de
finalizado este consumo, se inyecto intraperitonalmente el inductor de malestar gastrico (El; LiCl, 0.4M, 7.5 ml/kg). En (A)
y en (B), 4.5hrs después de la aplicacion del El se realizé una prueba de aversion, en la que los animales tuvieron
acceso durante 15 minutos a 40ml de sacarina. 72hrs (3 dias) después de la primera prueba de aversion, una segunda
prueba fue llevada a cabo, presentando 40ml sacarina por 15 minutos. Al final de ambas pruebas se les proporciono a los
animales acceso a 40ml de agua para evitar deshidratacion, independientemente de su consumo de sacarina en la
prueba respectiva.
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4.4.1. RESULTADOS

Para el analisis estadistico se empled un analisis de varianza (ANOVA) factorial, y un
analisis post-hoc de Fisher para determinar la existencia de diferencias significativas entre los
grupos. 2 animales fueron descartados del analisis por fallas técnicas durante el desarrollo del
experimento. Los resultados se presentan en las Figuras 4.7 A y B, graficados en porcentajes de

consumo con respecto a la LB (media + error estandar).

En la Figura 4.7, A se observa el efecto de la inyeccion de anisomicina en el mNAcc 15
minutos antes de la primera presentacién (preexposicion) del estimulo gustativo, en las pruebas
a las 4.5hrs y a las 72hrs. El analisis de la ANOVA factorial revel6 que no hay diferencias
significativas (p>0.05) en la LB de consumo de agua entre el grupo de ratas con inyeccion de
anisomicina (n = 9), el grupo control con inyeccion de vehiculo (n = 8) y el grupo de animales
intactos (n = 6) (F 543 = 0.715; datos no mostrados). Tampoco se encontraron diferencias
significativas (p>0.05) en el consumo de sacarina entre los grupos ni en la prueba a las 4.5hrs (F
218 = 0.205) ni en la prueba a las 72hrs (F ;15 = 0.205).

En la Figura 4.7, B se muestra el efecto de la inyeccion de anisomicina en el mNAcc
inmediatamente después de la presentacion del estimulo gustativo (preexposicion), en las
pruebas a las 4.5hrs y a las 72hrs. El analisis estadistico no revel6 diferencias significativas
(p>0.05) en la LB de consumo de agua entre el grupo de ratas con inyecciéon de anisomicina (n
= 8), el grupo control con inyeccién de vehiculo (n = 7) y el grupo de animales intactos (n = 6) (F
216 = 2.784; datos no mostrados). Tampoco se encontraron diferencias significativas (p>0.05)

entre los grupos ni en la prueba a las 4.5hrs (F ;16 = 0.626) ni en la MLP (F ;29 = 0.626).
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FIGURA 4.7. RESULTADOS OBTENIDOS CON LA INYECCI’()N DE ANISOMICINA
EN EL MNACC ANTES O DESPUES DE LA PREEXPOSICION AL SABOR EN LA
INHIBICION LATENTE DEL CONDICIONAMIENTO DE AVERSION AL SABOR
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Figura 4.7. El bloqueo de la sintesis de proteinas en el mNAcc no altera el curso de la IL del CAS. Los datos se
muestran en porcentajes con respecto a la linea base (media + error estandar). (A) Inyeccién de anisomicina hecha 15
minutos antes de la preexposicién al EC; no se observan diferencias significativas en el consumo de sacarina entre los
grupos, ni en la prueba a las 4.5hrs ni en la prueba a las 72hrs. (B) Inyecciéon de anisomicina hecha inmediatamente
después de la preexposicion al EC; a pesar de existir una tendencia del grupo de anisomicina hacia un consumo
reducido en las pruebas a las 4.5 y a las 72hrs, este efecto no alcanza la significancia estadistica con respecto a los

grupos de vehiculo e intactos. Veh: vehiculo, Ani: anisomicina.
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5. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

La memoria gustativa es un mecanismo evolutivo importante ya que permite que los
organismos discriminen entre toxinas y nutrientes; el aprendizaje derivado del encuentro con
sabores nuevos da lugar a la formacion de un TMS que, dependiendo de las consecuencias
gastricas, sera aversivo o seguro. Entre las estructuras que participan en el TMS recientemente
se ha demostrado la intervencion del mNAcc en la memoria gustativa a través de varios sistemas
de neurotransmision. El objetivo de esta tesis fue determinar si la sintesis de proteinas en el
mNAcc es necesaria para la consolidacion del TMS en sus modalidades, aversivo y seguro. En
los experimentos realizados se encontrd6 que la sintesis de proteinas en el mNAcc si es
necesaria para la consolidacion del trazo de memoria tanto de la aversion al sabor como de la
seguridad del mismo. Sin embargo, el requerimiento de esta sintesis proteica se da en
momentos distintos para cada uno de estos procesos (aversion y seguridad del sabor), lo cual es
indicio de un procesamiento diferencial por parte del mNAcc en el mantenimiento de ambos

trazos de memoria en el largo plazo.

5.1. LA INHIBICION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS AFECTA LA
CONSOLIDACION DEL TMS AVERSIVO

En el experimento 1 del presente trabajo se inyectd el inhibidor de sintesis de proteinas
anisomicina en el mNAcc en dos tiempos diferentes, antes o después de la presentacién del
sabor nuevo, en grupos diferentes para cada tiempo, realizdndose una prueba a corto plazo
(4.5hrs después del consumo de sabor nuevo) y una prueba a largo plazo (72hrs después del
consumo del sabor nuevo) en ambos grupos de animales. Se encontré que el bloqueo
farmacolégico de la sintesis de proteinas reduce el consumo de sacarina en la prueba a largo
plazo sélo cuando dicho bloqueo es realizado antes de la primera presentaciéon de la sacarina;
sin embargo, este bloqueo de la sintesis de proteinas no tiene efecto en el consumo en la prueba
a corto plazo. En contraste, cuando la inhibicion de la sintesis de proteinas es realizada
inmediatamente después del consumo del sabor nuevo, la inyeccion del inhibidor de sintesis de

proteinas no tiene efecto ni en la prueba a corto plazo ni en la prueba a largo plazo.

Existe una gran cantidad de trabajos en los que la inhibicién de la sintesis de proteinas
bloquea la MLP, sin tener efecto alguno en la MCP. Por ejemplo, la inhibicién de la sintesis de

proteinas bloquea la MLP sin alterar la MCP en tareas como el laberinto con forma de Y en
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ratones (Flexner et al., 1963; Barondes y Cohen, 1966), prevencién pasiva en peces (Agranoff y
Klinger, 1964; Agranoff et al., 1965) y en ratas (Quevedo et al., 1999; Vianna et al., 2006),
aprendizaje de aversion al sabor en ratas (Rosenblum et al., 1993; Bahar et al., 2003) y en pollos
(Rose, 1995), entre muchas otras tareas. En estos estudios se observa que con el bloqueo de la
sintesis proteica se elimina la MLP, mientras que la MCP no se afecta, lo cual indica que la
consolidacion de la memoria es dependiente de la sintesis de proteinas, mientras que la MCP no
depende de este proceso (Davis y Squire, 1984; Dudai 2004). Los resultados del experimento 1
de esta tesis apoyan la idea de que la consolidaciéon de la memoria depende de la sintesis
proteica, ya que la anisomicina en el mNAcc bloquea la MLP de la aversion al sabor, mientras
que la MCP se mantiene intacta. Debido a que en la prueba a corto plazo la memoria no se ve
afectada, es posible inferir que la anisomicina no interfiere con el aprendizaje del CAS; esto
significa que con la administracién del farmaco no se estd obstaculizando ni la codificacion de
ninguno de los dos estimulos que participan en esta memoria (estimulo gustativo y malestar

gastrico), ni la asociacién entre ambos (es decir, el aprendizaje).

Existen reportes previos en los que se ha demostrado que la sintesis de proteinas es
necesaria para la consolidaciéon de la aversion al sabor. Rosenblum y colaboradores (1993)
inyectaron dos veces anisomicina en los mismos animales en la Cl, 15 minutos antes del sabor e
inmediatamente después de la aplicacion de LiCl en un protocolo de CAS, encontrando que la
consolidacién de la aversion se ve afectada con la inyeccién del inhibidor de sintesis de
proteinas (Rosenblum et al, 1993). Asimismo, Bahar y colaboradores (2003) inyectaron
anisomicina en la ABL 20 minutos antes del aprendizaje del CAS, encontrando que la droga
bloquea la consolidacién de la aversion al sabor (Bahar et al., 2003). Los datos encontrados en
esta tesis son consistentes con esta evidencia, en el sentido de que la inhibicion de la sintesis de
proteinas en el mNAcc afecta la consolidacién del TMS aversivo, aunque es preciso destacar
algunas observaciones. En primer lugar, en el estudio de Rosenblum y colaboradores (1993) se
hizo una doble inyeccién del farmaco antes y después del aprendizaje en los mismos animales,
por lo que es muy probable que la inhibicién de la sintesis de proteinas esté afectando a todo el
proceso de formacién de la memoria de aversion. En contraste, en esta tesis se inyecté la droga
antes o después del sabor, en grupos distintos de animales, por lo que el tratamiento
farmacolégico no estuvo dirigido a afectar todo el proceso de formacion de la memoria, sino sélo
a la codificacién del estimulo gustativo. Los resultados de esta tesis son mas concordantes con
lo encontrado por Bahar y colaboradores (2003), en el sentido de que la inhibiciéon de la sintesis
de proteinas realizada antes del aprendizaje bloquea la consolidacion de la aversion al sabor.
Sin embargo, el grupo de Bahar no administré el inhibidor de sintesis de proteinas después del
sabor nuevo, por lo que sigue existiendo la posibilidad de que en su estudio se esté afectando

todo el proceso de formaciéon de la memoria. Por lo tanto, el experimento 1 de esta tesis apoya
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los hallazgos de los grupos de Rosenblum y Bahar en el sentido de que la sintesis de proteinas
es necesaria para la consolidacidon de la aversién al sabor; sin embargo, las diferencias
metodoldgicas entre los estudios de estos autores y el experimento 1 de esta tesis sugieren que
las manipulaciones farmacolégicas hechas por los grupos de Rosenblum y Bahar afectan todo el
proceso de formacion de la memoria, mientras que el empleo de la anisomicina en esta tesis

estuvo dirigido sélo a la codificacion del estimulo gustativo.

El hecho de que se hayan obtenido efectos disruptivos en la consolidacion de la
memoria antes, pero no después del sabor, no es enteramente concordante con lo reportado por
la mayoria de la literatura. Algunos autores consideran que solo el bloqueo de la sintesis de
proteinas después del aprendizaje puede interferir con la consolidacién, debido a que es mas
probable que la inyeccién de los farmacos después del aprendizaje no tenga efectos sobre el
mismo, sino sélo sobre la consolidacién (Davis y Squire, 1984). Sin embargo, existe evidencia de
que la inhibicion de la sintesis de proteinas antes del aprendizaje también puede bloquear el
proceso de consolidacion. Por ejemplo, Grecksch y Matthies (1980) inyectaron anisomicina en el
hipocampo de ratas 10 minutos antes del aprendizaje de una tarea de discriminacion de brillo”,
encontrando que el farmaco elimina la MLP (Grecksch y Matthies, 1980). De forma analoga,
Freeman y colaboradores (1995) inyectan anisomicina 30 minutos antes del aprendizaje de una
tarea de prevencion pasiva, encontrando que este tratamiento farmacoldgico interrumpe la
formacion de la MLP (Freeman, et al., 1995). Estos dos estudios, junto con otros en los que se
encuentran efectos disruptivos en la MLP con inyecciones antes del aprendizaje, son resumidos
en la Tabla 5.1. Los resultados de esta tesis son consistentes con los hallazgos de los grupos de
Grecksch y de Freeman, y con otros estudios de la Tabla 8.1, que indican que el bloqueo de la

sintesis de proteinas antes del aprendizaje puede interferir con la consolidacion de la memoria.

' Versién del laberinto en forma de Y en el que uno de los brazos del aparato esta iluminado, mientras que el otro
permanece oscuro. Cuando el animal entra al laberinto, recibe una descarga eléctrica en las patas; para evitar esta
descarga, el animal debe entrar al brazo iluminado. Si entra al brazo oscuro recibe otra descarga eléctrica en las patas.
Se considera una respuesta correcta que el animal corra directamente tras recibir la primera descarga en las patas
(Grecksch y Matthies, 1980).
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TABLA 5.1. TEMPORALIDAD DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN LA

CONSOLIDACION, EN OTRAS TAREAS Y ESTRUCTURAS

Primer periodo de
efectos sobre la
consolidacion

Primer periodo
de efectos sobre
la consolidacion

Tratamiento Tarea Estructura Referencia

Doble inyeccién de anisomicina de la | Discriminacion Hipocampo Efectos en el grupo | Efectos en el | Grecksch y Matthies,
forma siguiente: de brillo en 1 (10min antes y | grupo 3 (4 y 6hrs | 1980.

ratas 80min después del | después del
Grupo 1: 10min antes y 80min aprendizaje) aprendizaje)
después del entrenamiento
Grupo2: 45min y 2hrs 45min después
del entrenamiento
Grupo 3: 4 y 6hrs después del
entrenamiento.
Inyeccion de anisomicina 30min antes | Prevencion Parte Efectos con las | Efectos con las | Freeman et al., 1995.
y en varios tiempos entre 30min y | pasiva en | intermedia del inyecciones hechas | inyecciones
6hrs (30, 45, 60, 75min, 2, 3, 4, 4.5, | pollos. hiperestriado 30min antes y 30, | hechas 4, 45 vy
5, 55, y 6hrs) después del ventral medial® | 45, 60 y 75min | 5hrs después del
entrenamiento después del | aprendizaje

aprendizaje
Inyeccion de anisomicina 15min antes | Prevencion Hipocampo Efectos con la | Efectos con la | Quevedo et al., 1999
y 0, 3 y 6hrs después del | pasivaen ratas. inyeccion hecha | inyeccién hecha
entrenamiento 15min antes del | 3hrs después del
aprendizaje aprendizaje

Inyeccion de anisomicina 1hr y 5min | Categorizacion Parte Efectos con las | Efectos con las | Tiunova et al., 1998

antes y 30min, 1, 2, 3, y 4hrs después | visual en | intermedia del | inyecciones hechas | inyecciones
del entrenamiento poIIos3 hiperestriado 5min antes y 30min | hechas 3 y 4hrs
ventral medial después del | después del
aprendizaje aprendizaje
Inyeccion de los inhibidores de la | Prevencion Hipocampo Efectos con las Efectos con las Igaz et al., 2002

sintesis de mARN, 5,6 dicloro-1-3-D-
ribofuranosilbenzimidazol (DRB) y a-
amanitina 15min e inmediatamente
antes y 1, 2, 3, 45, 6, 7.5 y %hrs
después del entrenamiento

pasiva en ratas

inyecciones hechas
15min antes e
inmediatamente
después del
aprendizaje

inyecciones
hechas 2, 3,4.5,y
6hrs después del
aprendizaje

Tabla 5.1. Trabajos en los que se observa que la inhibicién de la sintesis de proteinas antes del aprendizaje es capaz de
interferir con la consolidacién de la memoria. Ademas, se observa también que existen dos periodos criticos de sintesis
de proteinas para la consolidacién de algunas memorias. En estos estudios se inyectan inhibidores de la sintesis de
proteinas en varios tiempos antes, durante y después del aprendizaje, en grupos separados para cada tiempo, y se mide
la ejecucién en la tarea a las 24hrs (prueba a largo plazo). Las ventanas de tiempo de sintesis de proteinas se
determinan observando cuales de las inyecciones hechas en cada tiempo afectan la ejecucion en la prueba a largo plazo,

y cudles no tienen efecto alguno sobre la MLP.

2 |a parte intermedia del hiperestriado ventral medial (intermediate medial hyperstriatum ventrale) es un area del cerebro
de los pollos considerada como el analogo al cuerpo estriado mamifero, y que se ha relacionado en forma importante con
la impronta, ademas de ser una region del cerebro de estos animales que ha demostrado ser importante para el
aprendizaje de varias tareas, y en la que se han detectado eventos moleculares importantes relacionados con la
plasticidad sinaptica, tales como actividad glutamatégica aumentada como consecuencia del aprendizaje, activacion de
receptores NMDA, entrada masiva de Ca* enla postsinapsis, activacion de cinasas, etc. (Rose, 2000).
% Tarea en la que el animal debe aprender a discriminar entre comida tirada en el piso y cuentas de diferentes colores y
tamanios fijas al mismo. Se considera el nimero de picotazos por sesion dirigidos a la comida como aciertos, y el nimero
de picotazos dirigidos a las cuentas como errores (Tiunova et al., 1998).
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Sin embargo, también aqui es necesario hacer una observacion. En los estudios de la
Tabla 5.1 la administraciéon de los farmacos fue hecha antes del aprendizaje. EI CAS presenta
varias ventajas metodoldgicas sobre otros modelos de memoria, entre ellas que se puede
separar por varias horas la presentacion del sabor y el malestar, de forma que se tiene un control
temporal total sobre el momento en el que aparecen dichos estimulos, y que se puede medir la
MCP sin interferir con la evaluaciéon de la MLP (Welzl et al., 2001). En contraste, los estudios
resumidos en la Tabla 5.1 usan aprendizajes asociativos en los cuales no se tiene un control
sobre la presencia de los estimulos como en el CAS; esto implica que los inhibidores de la
sintesis de proteinas pueden estar afectando todo el proceso de formacion de la memoria. En
este aspecto, el CAS permite saber con mayor precision con cual se los elementos involucrados
en la formacion de la memoria se esta interfiriendo con la inyeccién del farmaco. En el caso de
los resultados reportados en esta tesis, el CAS permite saber que la administracién de
anisomicina bloquea soélo las proteinas criticas para la estabilizacion del sabor aversivo, y que

con la droga no se interfiere con el aprendizaje de la tarea.

Por lo tanto, los resultados del experimento 1 de esta tesis apoyan la idea de que la
sintesis de proteinas es necesaria para la consolidacion de la memoria. En la literatura existe
evidencia que indica que la inhibicion de sintesis de proteinas antes del aprendizaje también
puede afectar la consolidacion; los resultados de esta tesis apoyan estos hallazgos. Mas aun, los
datos de esta tesis son consistentes con otros reportes previos que indican que la consolidacion
de la aversién al sabor también necesita sintesis proteica en estructuras como la Cl y la ABL. Sin
embargo, en esta tesis sélo se afecta la sintesis de proteinas en el mNAcc requerida para la
consolidacion del TMS que sera asociado con malestar, sin interferir con el proceso de formacion
del aprendizaje como tal. La sintesis de proteinas necesaria para la consolidacion del TMS
aversivo en el mNAcc se genera en un lapso de tiempo no mayor a 15 minutos, puesto que la
administracion de anisomicina después del consumo del sabor nuevo no tiene efectos ni en MCP
ni en MLP.

5.2. LA INHIBICION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS AFECTA LA
CONSOLIDACION DEL TMS SEGURO

En el experimento 2 de esta tesis se inyectd el inhibidor de sintesis de proteinas
anisomicina en el mNAcc en dos tiempos distintos, antes o después del estimulo gustativo, en
grupos diferentes para cada tiempo, y se evalud el efecto de estas inyecciones en la AN; es
decir, en la memoria de la seguridad del sabor. La inyeccion del farmaco 15 minutos antes del

estimulo gustativo nuevo no tuvo efecto en la AN, medida en los 3 dias siguientes a la
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presentacion de este sabor. Por el contrario, la inyeccién del inhibidor de sintesis de proteinas
inmediatamente después del consumo de la sacarina novedosa si tiene efectos en la AN,

concretamente en los 2 dias siguientes a la primera presentacion de sacarina.

Existe una gran cantidad de evidencia que indica que la inhibicién de la sintesis de
proteinas después del aprendizaje bloquea la consolidacién de la memoria (Davis y Squire,
1984; Dudai, 2004). Por ejemplo, la inhibicion de la sintesis de proteinas, en tiempos que van de
los 0 a los 80 minutos después del aprendizaje, bloquea la consolidacion en tareas como la
prevencion pasiva en pollos (Freeman et al., 1995), en peces (Agranoff y Klinger, 1964; Agranoff
et al., 1965) y en ratas (Quevedo et al., 1999), la categorizacién visual en pollos (Tiunova et al.,
1998), la memoria de reconocimiento de objetos en ratas (Rossato et al., 2007), y el laberinto en
forma de Y de ratones (Flexner et al., 1963), entre muchos otros. Mas aun, se ha visto que la
administracion de anisomicina en el NAcc después del aprendizaje bloquea la consolidacion de
la memoria en una tarea instrumental (Hernandez et al., 2002) y en la memoria maternal (ver
nota 14; Li y Fleming, 2003). Los resultados del experimento 2 de esta tesis son consistentes con
estos hallazgos, en el sentido de que la inhibicién de la sintesis de proteinas después del
aprendizaje bloquea la consolidaciéon de la memoria. Ademas, los datos de esta tesis apoyan lo
encontrado por los grupos de Hernandez y Li, en el sentido de que la inhibicion de la sintesis de

proteinas en el NAcc después del aprendizaje es necesaria para la consolidaciéon de la memoria.

Se ha descrito anteriormente que la sintesis de proteinas es necesaria para la
consolidacién de la seguridad de un sabor. En este sentido, Rodriguez-Ortiz y colaboradores
(2005) inyectaron anisomicina en la Cl inmediatamente después de presentar sacarina
novedosa, encontrando que en la prueba a las 24hrs se ve afectado el reconocimiento del sabor
como seguro; es decir, la inhibicion de la sintesis de proteinas esta afectando la consolidacion de
la memoria (Rodriguez-Ortiz et al., 2005). Es este sentido, los resultados encontrados en esta
tesis son consistentes con estos hallazgos, en el sentido de que la sintesis de proteinas es

necesaria para la consolidaciéon del TMS seguro.

Es importante destacar que en el experimento 2 de esta tesis sélo la inyeccion de
anisomicina en el mNAcc inmediatamente después, mas no antes del estimulo gustativo,
bloquea la consolidacion de la memoria. Al respecto, existen estudios en los cuales se han
hecho inyecciones de un inhibidor de la sintesis de proteinas antes o después del aprendizaje,
encontrandose efectos en la consolidacion sélo con la inyeccién después, pero no con la
inyeccion antes. Por ejemplo, Robinson y Franklin (2007) inyectaron anisomicina en la CeA

inmediatamente antes o inmediatamente después de un condicionamiento de preferencia a un
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Iugar4 con morfina, encontrando que sélo la inyeccion de anisomicina inmediatamente después
del condicionamiento altera la consolidacion de la memoria (Robinson y Franklin, 2007). En
forma similar, Inda y colaboradores (2005) inyectaron subcutaneamente anisomicina 30 minutos
antes o 30 minutos después de las sesiones de entrenamiento en un condicionamiento del reflejo
palpebral5 en ratones, encontrando que sélo la inyeccion después, pero no antes, de cada una
de las 8 sesiones de entrenamiento, interfiere con la consolidacién de la memoria (medida 10
dias después) (Inda et al.,, 2005). Los resultados del experimento 2 de esta tesis son
consistentes con los trabajos de Robinson y Franklin y el grupo de Inda, en el sentido de que la
inhibicion de la sintesis de proteinas después, pero no antes del entrenamiento puede bloquear
la consolidacion de la memoria. Es importante mencionar que en los estudios de Robinson y
Franklin y el grupo de Inda no se evalu6 la MCP, por lo que no es posible descartar una posible
interferencia con esta memoria, mas que con la consolidacién. Similarmente, en el experimento 2
de esta tesis no se investigd la MCP por razones metodolédgicas. La AN, a diferencia del CAS, es
un modelo para el cual no se ha descrito hasta el momento un protocolo adecuado para medir
MCP sin causar interferencia con la MLP; es decir, la sola presentacidon de sacarina después del
primer consumo de este sabor contribuye a la AN sin importar si este segundo consumo es
realizado pocas horas o 24hrs después de la respuesta neofdbica. Es por ello que la posibilidad

de que se esté interfiriendo con la MCP del aprendizaje de lo seguro no puede ser desechada.

También es importante apuntar que la posibilidad de que la anisomicina esté generando
aversion no puede ser descartada. Es decir, en un protocolo de AN, el segundo consumo de
sacarina es mayor con respecto al primero; este aumento en el consumo se interpreta como
atenuacion de la novedad del estimulo gustativo, o mejor dicho, como un aprendizaje del animal
de que es seguro consumir ese sabor, puesto que el mismo no tuvo consecuencias adversas la
primera vez que lo ingiri6. Si se inyecta un farmaco, y dicho farmaco ocasiona que este segundo
consumo sea igual o menor a la respuesta neofébica, puede estar sucediendo que el farmaco,
en vez de interferir con la codificacién del sabor como seguro, esté ocasionando que se forme
una aversion al mismo; en otras palabras, se podria estar ocasionando un CAS, al estar
fungiendo el farmaco en cuestion como El, lo cual produciria que el segundo consumo del sabor

sea mas bajo que el primero. En el experimento 2 de esta tesis se encuentra que la

* Tarea muy empleada en el estudio de la adiccion, consistente en una caja con tres compartimentos, uno central y dos
laterales. Cada compartimiento lateral tiene piso y paredes de colores y texturas diferentes a los del otro compartimiento.
Se le inyecta una droga al animal (p.Ej., cocaina, morfina), e inmediatamente después se le inserta en uno de los
compartimientos laterales por algunos minutos. ElI compartimiento lateral contrario es asociado con salina. La prueba
consiste en colocar al animal en el compartimiento central, y medir el tiempo que pasa en uno u otro compartimiento
lateral. Generalmente el animal pasara mas tiempo en aquel compartimiento que fue asociado con la droga (Robinson y
Franklin, 2007).

° En este estudio se condicioné el reflejo palpebral de los ratones empleando como EC un pulso eléctrico cuadrado de
50us, y como El un pulso de 500us. Se registré el electromiograma del musculo orbicularis oculi, mismo que inerva al
parpado. En las pruebas se midié tanto la actividad del musculo orbicularis oculi como la latencia en obtener la respuesta
condicionada tras presentar el EC (Inda et al., 2005).
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administracion de anisomicina en el mNAcc produce un decremento en el segundo y tercer
consumo de sacarina a niveles analogos a los de la primera presentacion del sabor, por lo que
en este caso tampoco se puede descartar por completo que la anisomicina esté fungiendo como
El. Al respecto, Rosenblum y colaboradores (1993) hicieron un protocolo de CAS, pero
administrando anisomicina en la Cl (en la misma concentracion que la usada en esta tesis) en
vez de LiCl, encontrando que los animales no generan aversion a la sacarina empleada como
estimulo gustativo, en la prueba a largo plazo (Rosenblum et al., 1993). Por lo tanto, si bien no
es posible descartar por completo la posibilidad de que en esta tesis la anisomicina esté

ocasionando aversion, la literatura sugiere que bien podria no ser el caso.

5.3. MECANISMOS MOLECULARES POSIBLEMENTE INVOLUCRADOS EN
LA CONSOLIDACION DEL TMS EN EL mNAcc

Existe abundante evidencia de que la memoria es mantenida en el sistema nervioso a
través de cambios en la estructura de los contactos sinapticos de las neuronas (ver seccion
1.3.2). Esta plasticidad debe ser iniciada en respuesta a la actividad, dependiente del
aprendizaje, de la postsinapsis. Esto implica que la senal inicial postsinaptica, dada por los
neurotransmisores en el espacio sinaptico, debe ser comunicada por otras moléculas
intracelulares a los mecanismos responsables de los cambios directamente relacionados con la
reestructuracion de la sinapsis, entre ellos la sintesis de proteinas (Squire y Kandel, 1999; Abel y
Lattal, 2001).

Glutamato

Se ha demostrado que uno de los eventos moleculares importantes que llevan a la
plasticidad sinaptica dependiente del aprendizaje es la activacion de los receptores tipo NMDA
(Ramirez-Amaya, 2007). Por ejemplo, la actividad de los receptores NMDA es esencial para la
formacion de PLP en el hipocampo (Ramirez-Amaya, 2007) y en otras estructuras (Wang et al.,
2006), y el bloqueo de estos receptores impide que se lleven a cabo los cambios sinapticos

estructurales promovidos por la PLP en el hipocampo (Ramirez-Amaya, 2007).

En la memoria gustativa, se ha observado en la Cl que el bloqueo de este tipo de
receptores con AP-5 antes del aprendizaje de la aversion al sabor afecta negativamente la MLP,
pero deja intacta la MCP (Ferreira, et al., 2002). Sin embargo, en el TMS seguro, el bloqueo de
los receptores tipo NMDA en la corteza gustativa antes de la sacarina novedosa no afecta ni la
neofobia ni su atenuacién (Gutiérrez et al., 2003b). En el mNAcc, el bloqueo de los receptores

NMDA solo antes del aprendizaje del CAS tiene efectos disruptivo sobre la MLP, dejando intacta
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la MCP (Ramirez-Lugo, et al., 2006). Sin embargo, en esta misma estructura, los receptores
NMDA parecen no estar teniendo tampoco un papel relevante en la formacion de la memoria del
sabor seguro, puesto que el bloqueo de estos receptores ni antes ni después de la presentacion
de la sacarina novedosa tiene efecto en la AN (Ramirez-Lugo et al., 2006). Los datos obtenidos
en esta tesis parecen tener cierta consistencia con los resultados de Ramirez-Lugo y
colaboradores en el TMS aversivo, puesto que el bloqueo antes del aprendizaje en el mNAcc
tanto de la sintesis de proteinas como de los receptores NMDA afecta la formacion del
aprendizaje de aversion. Sin embargo, el bloqueo los receptores NMDA no afecta el TMS
seguro; por el contrario, la inhibicién de la sintesis de proteinas si tiene efectos disruptivos en la
formacion de la memoria de lo seguro. Por lo tanto, probablemente la actividad de los receptres
NMDA esta relacionada con la plasticidad sinaptica en el mNAcc necesaria para la consolidacién
de la memoria de aversion; probablemente la actividad de estos receptores no es critica en la

consolidacién del TMS seguro.

Acetilcolina

El sistema colinérgico también esta relacionado con la plasticidad sinaptica y la memoria
(Power et al., 2003). Por ejemplo, se sabe que la organizacién de la corteza visual es
dependiente de la estimulacion visual, y que esta reorganizacion cortical es dependiente, a su
vez, de la actividad de los receptores muscarinicos (Gu, 2003). También estd ampliamente
demostrado que, en la enfermedad de Alzheimer, que se caracteriza por severas pérdidas de
funciones cognitivas como la memoria, existe una neurodegeneraciéon importante del nudcleo
basal de Meynert (el analogo de este nucleo en la rata es el NBM), principal fuente de la
acetilcolina cortical (Miranda et al., 2003). Asimismo, el bloqueo de los receptores muscarinicos
con escopolamina en la ABL bloquea la consolidacién de la memoria en la prevencion pasiva
(Power et al., 2003).

En la memoria gustativa, el bloqueo de los receptores muscarinicos en la corteza
gustativa antes, pero no después, del aprendizaje del CAS bloquea la consolidacién de la
memoria de aversion (Gutiérrez et al., 2003a). Por el contrario, el bloqueo de los receptores
muscarinicos con escopolamina en la Cl antes o después de la presentacion de sacarina
novedosa afecta la consolidacion de la seguridad del sabor (Ferreira, et al., 2002; Gutiérrez et
al.,, 2003a). Mas aun, estudios de microdialisis revelan que la liberaciéon de acetilcolina en la
corteza gustativa en respuesta a la presentacién de sacarina es mayor cuando el sabor es nuevo
en comparacion con la acetilcolina liberada cuando el sabor ya es familiar; esta liberacién en
relacion con la sacarina novedosa decae tras sucesivas presentaciones del sabor hasta alcanzar

los niveles que genera un sabor familiar (Miranda, et al., 2000). En el mNAcc, el bloqueo de los
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receptores muscarinicos con escopolamina antes del aprendizaje del CAS interfiere con la MCP
y la MLP de la aversion al sabor (Ramirez.Lugo et al., 2006), y el bloqueo de estos receptores
antes (Ramirez-Lugo et al., 2006) o después (Ramirez-Lugo, datos no publicados) de la
presentacion de la sacarina novedosa también interfiere con la consolidacion de la seguridad del
sabor. En esta tesis se encontré que la inhibicién de la sintesis de proteinas en el mNAcc antes
del aprendizaje del CAS bloquea la MLP del TMS aversivo; este resultado es analogo a lo
encontrado por Ramirez-Lugo, en el sentido de que el tratamiento farmacolégico después del
sabor nuevo afecta la consolidacion del TMS seguro. Sin embargo, Ramirez-Lugo y
colaboradores también encontraron efectos con la escopolamina antes del sabor nuevo, lo cual
podria indicar que la acetilcolina en el mMNAcc sirve una funcion similar a aquella que desempefia
en la Cl: participar de forma importante en la sefializacién de la seguridad de un sabor. Podria
suceder que, entre los eventos moleculares desencadenados por esta sefalizacion colinérgica

en el mNAcc, se cuente la sintesis de proteinas, en un periodo de tiempo no determinado adn.

ERK

Las proteinas cinasas reguladas extracelularmente (extracellular-signal requlated protein
kinases, ERK) son dos MAPK’s® muy semejantes, conocidas genéricamente s6lo como ERK,
que comparten el 85% de su secuencia de aminoacidos, y a las cuales se les conoce como ERK-
1 (o p44, por su peso molecular de 44 kDa) y ERK-2 (p42); ambas estan estrechamente
relacionadas con la regulacién de la meiosis y mitosis y otras funciones post-mitéticas en células
diferenciadas (Boulton y Cobb, 1991). La actividad de estas cinasas esta muy relacionada con la
plasticidad sinaptica y la memoria (Adams y Sweatt, 2002). Por ejemplo, se ha visto que la
inhibicion de ERK en el area CA1 del hipocampo interfiere con el establecimiento de la PLP
tardia, y que la actividad de ERK es requerida para la PLP tardia en estructuras como la
amigdala y la Cl (Adams y Sweatt, 2002). También se sabe que la activacién de ERK-2 se
incrementa en el hipocampo de ratas como consecuencia del entrenamiento en
condicionamientos de miedo a un tono y a un contexto (Atkins et al., 1998). Mas aun, se sabe
que la actividad de ERK es necesaria para la formacion de memorias como la memoria espacial,
de reconocimiento de objetos, prevencion pasiva, y de aversion al sabor (Giovannini, 2006).

Estos datos apoyan el papel de ERK en la plasticidad y la memoria.

Se ha visto que la actividad de ERK esta influida por los receptores muscarinicos y

NMDA. Por ejemplo, la aplicacion en neuronas en cultivo de un antagonista de los receptores

® Proteinas cinasas activadas por mitégenos (mitogen-activated protein kinases, MAPK), ; cinasas ampliamente
expresadas en el cerebro de mamiferos, y relacionadas con mitosis y meiosis, entre muchas otras funciones (Boulton y
Cobb, 1991).
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NMDA disminuyé el nivel de actividad basal de ERK-2 (Chandler et al., 2001), y la estimulacién
de los receptores NMDA en el area CA1 del hipocampo aumenta la expresion de ERK-2 (Adams
y Sweatt, 2002). Asimismo, la administracién subcutédnea del antagonista de los receptores
NMDA fenciclidina produjo un aumento significativo en la actividad de ERK-1 y 2 en el cerebelo
de ratas (Kyosseva et al., 2001). Estos datos apuntan a que la actividad de los receptores NMDA

podria estar regulando la actividad de ERK.

También hay evidencia que sugiere que la actividad de los receptores muscarinicos
podria estar regulando la activacion de ERK-1 y 2. Por ejemplo, se sabe que la actividad de los
receptores muscarinicos, a través de proteinas-G,, modula la activacion de ERK en cortes de
hipocampo de ratones (Berkeley y Levey, 2003). También esta reportado que la activacién de
ERK en la corteza prefrontal e hipocampo de ratas es un evento desencadenado por la
activacion de los receptores muscarinicos después del aprendizaje de una tarea de prevencion
pasiva (Giovannini, 2006). Estos datos sugieren que la activacién de ERK es modulada por los

receptores muscarinicos, y que esta via podria estar involucrada en el aprendizaje y la memoria.

En la memoria gustativa, Berman y colaboradores (1998) le presentaron a ratas un sabor
nuevo que no fue seguido de malestar gastrico, y, analizaron los niveles de las formas activadas
de ERK-1y 2 en la corteza gustativa. Estos autores encontraron que la activacion de ERK-1y 2
aumenta significativamente durante los primeros 30 minutos posteriores al consumo del sabor
nuevo. Este grupo también aplicé un inhibidor de ERK en la Cl antes del aprendizaje del CAS,
encontrando que este farmaco produjo una interferencia en la MLP, pero dejando intacta la MCP
(Berman et al.,, 1998). Este estudio sugiere que la actividad de ERK es necesaria para la

consolidacion de la memoria gustativa en la CI.

Existen reportes de que la actividad de ERK es importante en la plasticidad y la memoria
en el NAcc. Por ejemplo, se ha visto que aumenta la forma activada de ERK en el LNAcc como
consecuencia del aprendizaje de un condicionamiento de preferencia a un lugar con cocaina, y
que la administracion de un inhibidor de ERK en esta estructura interfiere con la consolidacion de
la memoria (Miller y Marshall, 2005). Analogamente, Alvarez-Jaimes y colaboradores (2005)
entrenaron ratas en un tarea de aprendizaje espacial de busqueda de comida’, encontrando que
aumentan las formas fosforiladas de ERK-1 y 2 hasta 5 minutos después del entrenamiento
(Alvarez-Jaimes et al., 2005). Estos datos sugieren que en el NAcc la actividad de ERK es

importante en la formacién de la memoria; sin embargo, dado que no se ha explorado el papel de

" En esta tarea se introduce al animal en una camara con 16 agujeros en el piso de la misma, 4 de los cuales estan
rellenos con comida. El animal debe aprender en los ensayos cuales agujeros tienen comida y cuales estan vacios
(Alvarez-Jaimes et al., 2005).
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ERK en esta estructura en la memoria gustativa, futuros experimentos podrian confirmar o

rechazar este hipotético papel de ERK en el NAcc.

ERK es una cinasa que activa a otras proteinas directamente relacionadas con la
expresion génica. Entre estas moléculas activadas por ERK estan factores de transcripcion como
CREB y c-Fos (Adams y Sweatt, 2002). CREB (cAMP-response element binding protein) es un
factor de transcripcion muy involucrado con plasticidad y memoria, desde invertebrados hasta
mamiferos (Adams y Sweatt, 2002), y que también juega un papel importante en la memoria de
aversion al sabor en la Cl (Desmedt et al., 2003). También esta reportado que la actividad de
CREB es importante en el NAcc para la consolidacién de un condicionamiento de preferencia a
un lugar con cocaina (Kuo et al., 2007). Esta evidencia apoyaria un hipotético papel en el mNAcc
de CREB como uno de los elementos que conducen la sefial de ERK u otras cinasas hasta la
maquinaria celular necesaria para la sintesis de proteinas subyacente a la consolidacién del
TMS. Sin embargo, futuros experimentos podrian confirmar o rechazar este papel de CREB.
Adicionalmente, se sabe que CREB promueve la transcripcion de varios genes, incluyendo
genes de expresion temprana, como c-Fos y zif268, mismos que han sido involucrados en

plasticidad y memoria, en el NAcc y en otras estructuras (Adams y Sweatt, 2002).
Sintesis local de proteinas y genes de expresion temprana

En el experimento 1 de esta tesis, la aplicacién del inhibidor inmediatamente después de
que ha sido presentado el estimulo condicionado no tiene efectos disruptivos en la MLP, pero si
15 minutos antes; por lo tanto, las proteinas necesarias para la consolidacion del TMS que sera
asociado con el malestar gastrico se estan sintetizando en un periodo de tiempo muy corto, de
alrededor de 15 minutos. Por su transitoriedad, esta sintesis de proteinas relacionada con el
aprendizaje de aversion hace pensar en una sintesis local de proteinas en dendritas. Al respecto,
existe evidencia que indica que las neuronas llevan a cabo traduccién local en sus ramificaciones
dendriticas. Por ejemplo, se ha detectado la presencia de polirribosomas, de mARN y de factores
de traduccion® en dendritas; se ha verificado la incorporacion de aminoacidos marcados
radiactivamente en proteinas tomadas de fracciones bioquimicas enriquecidas con sinapsis; se
ha observado la localizacion de membranas analogas al reticulo endoplasmico rugoso en
dendritas, etc. (Sutton y Schuman, 2006). Existe evidencia de que esta traduccién neuronal local
es importante en la plasticidad sinaptica, interactuando con otros mecanismos responsables de
la remodelacion de la sinapsis; por ejemplo, se ha visto que la activacion de los receptores

metabotrdpicos de glutamato promueve la traduccion local en dendritas, origina una forma de

8 Enzimas que regulan la sintesis de proteinas a nivel de traduccion (Jiménez y Merchant, 2003).
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DLP que requiere traduccién dendritica, y produce un alargamiento, dependiente de sintesis de
proteinas, de las espinas dendriticas (Sutton y Schuman, 2006); la aplicacion de inhibidores de la
sintesis de proteinas bloquea la formacion de DLP en el area CA1 del hipocampo, aun cuando
se han removido los somas neuronales de las células piramidales pre- y postsinapticas; el
transporte del mMARN de CaMKII a las dendritas es necesario para la formacion de la PLP tardia;
la generacion de PLP provoca migracién de mARN de dendritas a espinas dendriticas, etc.
(Klann y Dever, 2004; Sutton y Schuman, 2006). Por lo tanto, la evidencia demuestra que las
dendritas son capaces de elaborar proteinas prescindiendo de la maquinaria celular presente en
el soma (Sutton y Schuman, 2006; Blitzer et al., 2005: Klann y Dever, 2004).

Existe evidencia que sugiere que la sintesis de proteinas local juega un papel importante
en la consolidaciéon de la memoria. Por ejemplo, Miller y colaboradores (2002) mutaron en
ratones el gen que codifica la proteina de CaMKllo®, de forma que esta mutacion restringiera la
localizacién del mMARN de CaMKIlla al soma, y no a las dendritas, sin impedir la sintesis en el
soma de la proteina (Millar et al., 2002). Estos autores encontraron que la mutaciéon redujo
drasticamente la presencia de la proteina en la postsinapsis, bloquea la fase tardia de la PLP
hipocampal, e interfiere con la consolidaciéon de la memoria en el laberinto de agua de Morris'®,
el condicionamiento de miedo a un tono o0 a un contexto, y la memoria de reconocimiento de
objetos (Miller et al., 2002). Este estudio sugiere que la traduccién en dendritas juega un papel

importante en la consolidacion de la memoria.

En relacion con la memoria gustativa, se ha visto en la corteza gustativa que la
consolidaciéon de la aversién a un sabor incrementa la activacion en la sinapsis de un factor de
traduccién, el factor eucardtico de elongacion 2 (eEF-2), asi como también se incrementa la
expresion de CaMKIl en la sinapsis; estos datos sugieren que la consolidacién de la memoria
gustativa involucra una sintesis local de proteinas (Belelovsky, et al., 2005). Por lo tanto, uno de
los eventos moleculares que podrian estar mediando la plasticidad en el mNAcc para la

consolidacion del TMS es la sintesis de proteinas en dendritas.

® Proteina cinasa con gran presencia en el cerebro. Su actividad depende de que interactie con complejos de
Ca*"+/calmodulina (la calmodulina es una proteina pequeiia que tiene cuatro sitios de unién a ca”, y es la principal
sensora de Ca®'+ en la neurona). Una vez activa, CaMKII tiene la propiedad de autofosforilar sus subunidades, siendo
innecesaria su constante estimulacion para permanecer activa. Esta caracteristica la hace una cinasa muy relacionada
con la plasticidad sinaptica, puesto que permite el mantenimiento de la sefial generada en la sinapsis aun cuando esta
sefial ya no esta presente (Yamauchi, 2005).

" Tarea en la que el animal es insertado en un contenedor con agua, el cual posee una plataforma de escape, misma
que se ubica bajo el nivel del agua. El animal debe nadar hasta topar con la plataforma, y escapar asi del agua. En las
pruebas, el animal se sirve de claves espaciales ubicadas fuera del contenedor para poder orientarse, y ubicar la
plataforma con rapidez (Squire y Kandel, 1999).
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Entre las proteinas que podrian ser necesarias para la consolidaciéon del TMS aversivo
en el mNAcc se encuentran los transcritos de algunos genes de expresion temprana. Los genes
de expresion temprana son una clase de genes que se activan rapida y transitoriamente en
respuesta a la activacion neuronal (Davis et al., 2003). Debido a que los genes de expresién
temprana son activados por cascadas de sefalizacion en las que estan involucradas proteinas
cinasas y, a su vez, las proteinas a que dan origen estos genes interactian ya sea con otros
genes (genes de expresion temprana reguladores) o con proteinas en las sinapsis (genes de
expresion temprana efectores) para inducir modificaciones persistentes en la célula, se cree que
la activacion de los genes de expresion temprana puede constituir uno de los mecanismos
“iniciadores” que subyacen al mantenimiento de la plasticidad sinaptica y al almacenamiento de
la MLP (Davis et al., 2003).

Dos de los genes de expresion temprana que mas se han estudiado en la plasticidad
sindptica son c-Fos y zif268"" (Davis, 2003); ambos parecen ser necesarios para la consolidacién
de la memoria, puesto que la inactivacion de cualquiera de ellos tiene efectos disruptivos en la
MLP (Davis et al., 2003). En la memoria gustativa, la reexposiciéon al EC después del aprendizaje
del CAS da lugar a un aumento de la expresion de c-Fos y zif268, en estructuras relacionadas
con la codificacién de esta memoria, como la ABL, el NPB y el NAcc (Yamamoto, 2007).
Interesantemente, se ha reportado que la administracién de anfetaminas y cocaina produce
activacion en el NAcc de c-Fos (Graybiel, 1993; Samaha et al., 2004; Hope et al., 1992) y zif268
(Graybiel, 1993; Hope et al., 1992); asimismo, ambas drogas generan PLP en las neuronas
espinosas medianas en el NAcc (Hyman et al., 2006). Esto indica que el NAcc tiene la capacidad
para modificar sus sinapsis en respuesta a cierta estimulacion, por lo que estos mecanismos de
plasticidad podrian también servir a la consolidacion de la memoria. En este sentido, se ha
demostrado que con la reexposicion al sabor después del aprendizaje del CAS aumenta la
expresion de zif268 en el NAcc (Yamamoto, 2007) y de c-Fos en el mNAcc (Ferreira et al., 2006).
Esta evidencia sugiere que los genes de expresion temprana estan participando en la formacién
de la memoria y su estabilizacién en el largo plazo, y especificamente que dos de estos genes,

c-Fos y zif268, podrian estar participando en el mNAcc en la consolidacion del TMS.

Por lo tanto, la sintesis de proteinas es un evento que lleva a la plasticidad sinaptica,
pero que involucra la actividad previa de otras moléculas, mismas que son quienes transducen la
actividad postsinaptica en un cambio en la expresién génica. La evidencia indica que los

receptores NMDA de glutamato y muscarinicos de acetilcolina estan implicados en la plasticidad

" También llamado Egr-1, es un gen que codifica un factor de transcripciéon del mismo nombre, abundantemente
expresado en la corteza y en estructuras subcorticales como el hipocampo, el estriado y el NAcc. Su actividad esta
implicada en la memoria y su consolidacion, en particular a través de la interaccion de este gen con Egr-2 y 3 (Davis et
al., 2003)
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sinaptica en varias estructuras y en la formacién de varias memorias, incluyendo la memoria
gustativa en la Cl. Se ha descrito que la actividad de ambos receptores también es importante
tanto para el TMS aversivo como para el TMS seguro en el mNAcc, por lo que es posible que la
estimulacién de estos receptores sea uno de los primeros pasos que lleven a la plasticidad
necesaria para la consolidaciéon de estas memorias. Mas aun, cabe la posibilidad de que en el
mNAcc, analogamente a lo observado en la corteza gustativa, la actividad colinérgica sea de
especial relevancia para ambos trazos de memoria, mientras que la actividad glutamatérgica
esté mas implicada en la consolidaciéon del TMS aversivo. Por otro lado, la estimulaciéon de estos
receptores incide en la activacion de otras proteinas cinasas encargadas de movilizar la
maquinaria molecular necesaria para la sintesis de proteinas. ERK es una cinasa que resulta ser
una buena candidata, entre muchas otras opciones, para cumplir esta funcién, puesto que su
papel en la plasticidad y en la formacién de varias memorias esta bien establecido. La evidencia
indica que ERK es activada tanto por los receptores NMDA como por los receptores
muscarinicos. Asimismo, hay evidencia de que su actividad en la Cl es importante para la
consolidacion de la memoria gustativa. La evidencia también indica que la actividad de ERK esta
implicada en el NAcc en la plasticidad sinaptica y en la memoria de varios aprendizajes, lo cual
sugiere que esta cinasa podria estar participando también de forma importante en la plasticidad
necesaria en el mNAcc, a través de la actividad glutamatérgica y/o colinérgica, para la
consolidacién de ambos trazos de memoria gustativa. Entre las moléculas que son activadas por
ERK, a través de factores de transcripcion como CREB, se encuentran algunos genes de
expresion temprana, como c-Fos y zif268. Estos dos genes estan relacionados con la plasticidad
en varias estructuras y con varias memorias, incluyendo la memoria gustativa en estructuras
como la ABL y el NPB. También se ha verificado la participacion de c-Fos y de zif268 en la
memoria gustativa en el mNAcc, por lo que ambos genes podrian ser uno de los ultimos pasos
que llevan a la sintesis de proteinas subyacente a la consolidacion del TMS. Ahora bien, esta
sintesis de proteinas puede ser nuclear o dendritica, de acuerdo con lo reportado en la literatura.
Recientemente se ha descrito que esta sintesis local de proteinas es importante en la
consolidacién de algunas memorias, incluyendo la memoria gustativa en la Cl. Debido a esta
importancia de la sintesis de proteinas local en la consolidacion, es posible que en el mNAcc se
esté llevando a cabo una sintesis local de proteinas necesaria para la consolidacion de ambos

trazos de memoria del sabor.

5.3. POSIBLES EFECTOS INESPECIFICOS DEL FARMACO

Se empled anisomicina de entre varios inhibidores disponibles de sintesis de proteinas
pues esta droga ofrece varias ventajas sobre otros farmacos. Por ejemplo, la puromicina y la
cicloheximida generan alteracion de la actividad eléctrica de las neuronas, alteraciones en la

actividad enzimatica y en procesos metabdlicos en el cerebro (distintos a la sintesis de
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proteinas), alteraciones locomotoras, y alta mortalidad, efectos que no se observan tras la
administracion de anisomicina (Bull et al., 1976; Davis y Squire, 1984). Ademas, se sabe que la
inhibiciéon de la sintesis de proteinas de la anisomicina es superior al 90%, requisito necesario
para observar efectos amnésicos (Davis y Squire, 1984; Rosenblum et al., 1993; Bull et al., 1976;
Grollman, 1967; lordanov et al., 1997).

Hay evidencia que indica que la anisomicina es un activador de dos MAPK: p38 y JNK
(Routtenberg y Rekart, 2005; lordanov et al, 1997), mas no de ERK 1 y ERK 2 (Cano et al.,
1994). Se sabe que la via de p38 se activa cuando se genera DLP (lto-Ishida et al., 2006) y
contribuye al establecimiento de ciertas formas de plasticidad sinaptica (Thomas y Huganir,
2004). Sin embargo, Berman y colaboradores (1998) encontraron que p38 no interviene en la
consolidacién del TMS en la corteza gustativa (Berman et al., 1998). Estos autores también
encontraron que la cascada de JNK se activa en la Cl como consecuencia de la formacién del
TMS (Berman et al., 1998). Por lo tanto, si bien en esta tesis no se exploré la posibilidad de que
la anisomicina esté afectando la formaciéon de la memoria gustativa a través de la activacion de
p38 o JNK, la evidencia sugiere, por un lado que p38 no esta involucrada en la memoria
gustativa y, por otro lado, que JNK promueve la formacion de la memoria gustativa, por lo que si
se potencia la actividad de esta via, el resultado deberia favorecer la memoria de la tarea, y no
propiciar efectos disruptivos en la misma. Si en los resultados de esta tesis la anisomicina
estuviera potenciando la actividad de JNK, deberia observarse una mejoria en la memoria
gustativa; sin embargo, se observa el efecto contrario con la administracién de anisomicina, por
lo que probablemente la incidencia de este farmaco en la via de JNK no es responsable de los

efectos observados en la memoria.

Existe evidencia de que la anisomicina inhibe la sintesis de monoaminas como la DA, la
norepinefrina y la serotonina (Schweri y Carr, 1982; Davis y Squire, 1984). En este sentido, se
sabe que la DA juega un papel importante en el NAcc en la formacién del TMS aversivo (Fenu et
al., 2001). Por lo tanto, no es completamente posible descartar algun efecto de la anisomicina
sobre el sistema dopaminérgico en los experimentos reportados en esta tesis. Sin embargo,
cuando se han administrado farmacos que imitan la acciéon de la anisomicina sobre la sintesis
monoaminérgica sin producir bloqueo de sintesis proteica, no se han encontrado efectos
amnésicos. Por ejemplo, cuando se inyecta sistémicamente a-metil-paratirosina (AMPT), un
inhibidor de la tirosina-hidroxilasa'?, en una concentracion suficiente para reproducir los efectos
sobre la sintesis catecolaminérgica de la anisomicina, no se observan efectos amnésicos en

comparacion con animales inyectados con anisomicina (Flood et al.,, 1986). Hacen falta

"2 Enzima involucrada en la conversion del precursor tirosina en DA y norepinefrina (Siegel et al., 1999).
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experimentos que puedan confirmar si la inhibicion de sintesis monoaminérgica es determinante

en los efectos amnésicos de la anisomicina.

5.4. TEMPORALIDAD DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN EL mNAcc PARA
LA CONSOLIDACION DE LA MEMORIA GUSTATIVA.

Los resultados de los experimentos 1 y 2 apuntan a que la consolidacién del TMS
aversivo y del TMS seguro depende de la sintesis de proteinas en el mNAcc, pero en momentos
distintos: el primer periodo de sintesis de proteinas servira para la consolidacion del TMS
aversivo, y es iniciada al menos en el momento en el que es percibido el estimulo gustativo, y
termina antes de 15 minutos transcurridos después de este primer contacto con el sabor. La
segunda sintesis de proteinas servira para la consolidacion del TMS seguro, se inicia al menos
15 minutos después de percibido el sabor, y hasta el momento no se ha determinado en qué
tiempo finaliza. Sobre este ultimo punto es importante mencionar que en esta tesis no se exploré
hasta qué momento es necesaria esta sintesis de proteinas para la consolidacion del TMS
seguro, puesto que no se inyecté en el mNAcc anisomicina en tiempos posteriores a los

reportados en los resultados de los experimentos.

Entonces, en esta tesis se han encontrado dos periodos distintos de sintesis de
proteinas en la misma estructura para la consolidacion de la memoria gustativa. Al respecto,
existen en la literatura algunos reportes de trabajos en los que se han encontrado dos periodos
de sintesis de proteinas para la consolidacién de la memoria. En estos estudios, resumidos en la
Tabla 8.1, se realizan inyecciones de algun inhibidor de la sintesis de proteinas en varios
tiempos alrededor y después del aprendizaje, en grupos diferentes de animales para cada
tiempo explorado, y se mide el desempefio en la ejecucién de la tarea 24hrs posteriores al
aprendizaje, en todos los casos de la tabla. Los periodos de sintesis de proteinas que son
criticos para la consolidacion de la memoria son determinados analizando qué grupo de
animales tiene una ejecucion deficiente en la prueba de largo plazo. Los hallazgos de estos
estudios muestran que, para las memorias investigadas, existe un primer periodo critico de
sintesis de proteinas para la consolidacién que puede ser bloqueado farmacoldgicamente entre
30 minutos antes y hasta 80 minutos después del aprendizaje, aproximadamente, dependiendo
de la tarea y estructura evaluadas. Los trabajos de la tabla también muestran que existe un
segundo periodo critico de sintesis de proteinas para la consolidacién de la memoria, mismo que
puede ser bloqueado farmacolégicamente entre 3 y 6hrs después del aprendizaje, para las
tareas y estructuras consideradas. Los resultados obtenidos en los experimentos 1 y 2 de esta

tesis, a primera vista, parecen apoyar este patron de dos periodos de sintesis de proteinas
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importantes para la consolidaciéon. Sin embargo, los estudios de la tabla y los reportados en esta

tesis son situaciones distintas.

En los estudios de la tabla se trabaja con aprendizajes asociativos en los cuales no se
tiene un control tan riguroso como en el CAS sobre el momento en el que aparecen los estimulos
a ser asociados, debido a que en esos estudios se deben presentar los estimulos muy cerca en
el tiempo uno del otro para que el aprendizaje se lleve a cabo. Por el contrario, en el caso de la
memoria gustativa, se pueden presentar los estimulos condicionado e incondicionado con horas
de separacion, lo cual permite discriminar farmacolégicamente de manera mas precisa los
mecanismos involucrados en la codificacién tanto de los estimulos mismos como de la
asociacién de ambos (Welzl et al.,, 2001). Debido a que las inyecciones de anisomicina se
hicieron en el mNAcc antes o después del sabor, y a que no se afectd ni la MCP del CAS en
ningun caso, es posible sugerir que no se estd afectando el aprendizaje. Mas aun es posible
proponer que el tratamiento farmacoldgico esta incidiendo sélo sobre la sintesis de proteinas
necesaria para la consolidacion de la informacion gustativa que sera catalogada como aversiva o

segura.

También es importante mencionar que en los trabajos de la tabla se emplean tareas en
las que el apareamiento de los estimulos siempre resulta en la misma respuesta condicionada,
por ejemplo, la evitacién del choque eléctrico en el caso de la prevencién pasiva (Izquierdo et al.,
1999). Por el contrario, en la memoria gustativa, la presencia o ausencia de estimulo aversivo
lleva a dos situaciones distintas, aversion o preferencia; adicionalmente la evidencia muestra
que, en varias estructuras cerebrales, la formacién de una u otra memoria gustativa involucra
mecanismos moleculares que, si bien no son enteramente diferentes entre si, si podrian estar
actuando en momentos distintos para la estabilizacion de uno u otro trazo de memoria, como son
los casos del sistema colinérgico y el sistema glutamatérgico. Por lo tanto, mientras que en los
estudios de la tabla se presentan dos periodos de sintesis de proteinas para la consolidacién de
la misma memoria, los resultados de los experimentos 1y 2 de esta tesis sugieren que el mNAcc
se genera un periodo de sintesis de proteinas para eventos distintos que, aunque conductual y

molecularmente estan relacionados, son esencialmente distintos.

Segun Gutiérrez y colaboradores (2003a), si un animal ingiere un sabor nuevo, y a este
consumo no le siguen consecuencias gastricas adversas, se generara el TMS seguro, cuyos
mecanismos de consolidacion inhibiran la posible formacion de aversidén a ese sabor si en alguna
presentacion posterior es seguido de malestar gastrico (Gutiérrez et al., 2003a). Asimismo, estos
autores plantean que si al consumo de un sabor nuevo le sigue malestar gastrico, se da inicio a

la formaciéon del TMS, cuya consolidaciéon inhibe que el animal aprenda en el futuro que ese
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mismo sabor es seguro si en alguna presentacién posterior del mismo no es seguido de malestar
(Gutiérrez et al., 2003a). Para explorar si es que en el mNAcc se esta llevando a cabo un
mecanismo similar al descrito por el grupo de Gutiérrez, se hizo un tercer experimento,
empleando el efecto sobre el condicionamiento conocido como inhibicién latente, y el cual
consiste en introducir una preexposiciéon al que sera EC antes asociarlo con el El, dando como
resultado un retardo en el condicionamiento del estimulo en cuestiéon (Lubow y De La Casa,
2005). En el CAS, la preexposicion al sabor tiene como resultado la necesidad de incrementar el
numero de asociaciones para lograr el condicionamiento de aversién al estimulo gustativo
presentado (Revusky y Bedarf, 1967). Este efecto parece cumplir con el planteamiento de
Gutiérrez, en el sentido de que la preexposiciéon al sabor nuevo daria pie a la activacion de los
mecanismos de consolidacién del TMS seguro, los cuales serian los responsables de dificultar la

generacion de una futura aversion al sabor.

Si en el mNAcc se esta generando un mecanismo parecido al descrito por Gutiérrez y
colaboradores, la inhibicion de la sintesis de proteinas en el mNAcc antes de la preexposicion al
sabor en un protocolo de IL del CAS no alteraria el desarrollo de la IL. Esto seria debido a que
esta activacion de sintesis de proteinas es necesaria para la consolidacién del CAS vy, al no
presentarse malestar gastrico en este primer consumo de sacarina, se fortaleceria sin
interrupciones el TMS seguro. Por otro lado, el bloqueo de la sintesis de proteinas en el mNAcc
después de la preexposicion al sabor no permitiria la IL del CAS, haciendo posible un rapido
aprendizaje de aversion con una sola asociacion posterior a la preexposicién entre sabor y
malestar. Esto se deberia a que la consolidacion del TMS seguro ha sido inhabilitada, por lo que
esta consolidacion no estaria presente para inhibir la posible formacion de aversién. Para probar
esta hipotesis se realizd un tercer experimento, en el cual se les presentdé a los animales
sacarina 24 horas antes del aprendizaje del CAS, inyectando anisomicina en el mNAcc antes o
después de esta preexposicion. Se efectuaron pruebas de aversién a las 4.5 horas y a las 72
horas, con el fin de contar con un consumo comparable a aquellos de MCP y MLP,

respectivamente, obtenidos con el aprendizaje simple del CAS.

En el experimento 3 se encontré que el bloqueo de la sintesis de proteinas no tiene
efecto significativo sobre la IL con la inyeccion de anisomicina en el mNAcc antes o después de
la preexposiciéon a la sacarina; sin embargo, en la Figura 4.7 se observa una tendencia con la
inyeccion después de la preexposicion. Esta tendencia pareceria apoyar la hipétesis planteada
anteriormente, en el sentido de que el bloqueo de la sintesis de proteinas en el mNAcc justo
después del primer consumo de sacarina bloquearia el efecto inhibitorio sobre la aversién por
parte de la consolidacion del TMS seguro. Sin embargo, debido a que el efecto no es

significativo, no se puede tomar con caracter concluyente.
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Se ha reportado anteriormente el efecto de la inhibicién de la sintesis de proteinas en la
IL del CAS. Rosenblum y colaboradores (1993) inyectaron anisomicina en la corteza gustativa 15
minutos antes de la preexposicién al sabor (sacarina); 3 dias después llevaron a cabo el
aprendizaje del CAS con LiCl como El. La prueba de aversién fue realizada 3 dias después del
condicionamiento, encontrando que el bloqueo de la sintesis de proteinas eliminé el efecto de la
preexposicion al sabor; es decir, los animales tratados con anisomicina desarrollan una aversion
analoga a la desarrollada por los animales que no tuvieron preexposicién al sabor antes del
aprendizaje del CAS (Rosenblum et al., 1993). Este resultado es consistente con el
planteamiento de Gutiérrez y colaboradores, en el sentido de que el bloqueo de la consolidacién
del TMS seguro permite la generacién de aversion al sabor a pesar de haberse realizado la
preexposicién al mismo, sugiriendo que efectivamente, la formacién del TMS seguro inhibe la
formacion del TMS aversivo (Rosenblum et al., 1993). Analogamente, los resultados del
experimento 3 de esta tesis, tomados con la debida reserva por no alcanzar la significancia
estadistica, parecieran apoyar los hallazgos de Rosenblum y colaboradores, en el sentido de que
la inhibicién de la consolidacion del TMS seguro anula el efecto conductual de la preexposicién al
sabor sobre el aprendizaje de aversién al mismo. En un sentido mas amplio, los datos del
experimento 3 de esta tesis parecen ser consistentes con la hipdtesis de Gutiérrez y
colaboradores, en el sentido de que la inhibicién del TMS seguro permite el desarrollo del TMS
aversivo, como es visible en la posibilidad de los animales de aprender del CAS en un solo

ensayo.

Por lo tanto, el mNAcc da lugar a la sintesis de nuevas proteinas para la consolidacion
del TMS de forma diferencial para cada una de las modalidades de este trazo de memoria.
Cuando el animal prueba un sabor nuevo, se forma un trazo de memoria en paralelo en
estructuras tales como la amigdala, el hipotalamo, la corteza gustativa, y el mNAcc. En el mNAcc
el sabor nuevo da inicio a una activacion de sintesis de proteinas necesarias para la
consolidacién del TMS aversivo si es que se presentara malestar gastrico, representadas en la
Figura 5.1, A con el triangulo con letra A; esta sintesis de proteinas se genera en un lapso que
no supera los 15 minutos tras el primer contacto con el sabor y, si llegan consecuencias
adversas tras el su consumo, la consolidacion del TMS aversivo (barra negra de la Figura 5.1, A)
dificultara el posible establecimiento de un TMS seguro al mismo sabor. Por el contrario, cuando
se prueba un sabor nuevo, al cual no le siguen consecuencias adversas, se inicia en el mNAcc
una activacion de sintesis de proteinas que seran necesarias para la consolidacion del TMS
seguro, esquematizadas en la Figura 5.1, A con el triangulo con la letra B. Esta activacion de
sintesis de proteinas comienza en un lapso no menor a 15 minutos posteriores al primer contacto

con el sabor nuevo, y su duracion hasta el momento no se conoce (flecha con signo de
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interrogacion de la Figura 5.1, A). Una vez consolidado este TMS seguro (barra gris de la Figura
5.1, A) se requeriran mas asociaciones entre el sabor en cuestiéon y el malestar gastrico para la

generacion de un posible TMS aversivo hacia el mismo sabor.

En la Figura 5.1, B se muestra el efecto de la inhibicién de la sintesis de proteinas en el
mNAcc en la consolidacion del TMS aversivo. La inyeccion de este farmaco bloquea la formacién
de las proteinas necesarias para la consolidacion de este trazo de memoria, pero sin afectar al
aprendizaje de la aversiéon, como se evidencia en la ausencia de efectos disruptivos sobre la
MCP del CAS. Una vez bloqueada esta activacion de sintesis de proteinas, no se consolida el
TMS aversivo, por lo que no hay una inhibicion para el posible aprendizaje de la seguridad del
sabor en el caso de que éste llegara sin ser seguido de malestar. Entonces, se podria consolidar
el TMS seguro puesto que no existe una “competencia” del TMS aversivo ya consolidado.
Finalmente, en la Figura 5.1, C se muestra el efecto de la inhibicién de la sintesis de proteinas
en el mNAcc en la consolidacion del TMS seguro. La administracion de la anisomicina bloquea la
sintesis de proteinas necesaria para la consolidacion del TMS seguro, sin afectar el
reconocimiento de la novedad del estimulo gustativo, como se evidencia en la ausencia de
efectos disruptivos en la respuesta neofdbica al sabor. Una vez inhibida esta activacion de
sintesis proteica, podra desarrollarse la aversion al sabor, puesto que no se reconocera en una
segunda presentacion como seguro. Entonces, se podra consolidar el TMS aversivo, debido a

que no existe la “competencia” del TMS seguro ya consolidado.

Es importante subrayar que ambas activaciones de sintesis de proteinas se llevan a
cabo de forma diferencial, siendo que una se desarrolla muy poco tiempo después del primer
contacto con el sabor nuevo, estara dirigida a la consolidacion de la aversién si llega malestar
post-ingesta, y finaliza en un lapso que no supera los 15 minutos después de este primer
contacto con el sabor. Por otro lado, al menos 15 minutos después del primer contacto con el
sabor nuevo, inicia otra activacion de sintesis de proteinas, que estara dirigida a la consolidacion
de la seguridad del sabor si el malestar gastrico no se presentara, y hasta ahora no se conoce en

qué momento finaliza.
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FIGURA 5.1. MODELO PROPUESTO DE LA PARTICIPACION DEL mNAcc EN LA
CONSOLIDACION DE LA MEMORIA GUSTATIVA.

A Sintesis de proteinas Consolidacién
e
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Figura 5.1. Modelo propuesto de la participacion del mNAcc, a través de la sintesis de proteinas, en la consolidacion de
al memoria gustativa. (A) En el mNAcc se activa diferencialmente la sintesis de proteinas, tras primer contacto con el
sabor nuevo, para la consolidacién de las dos modalidades del TMS. La primera activacion de sintesis de proteinas,
marcada con la letra A, es iniciada por el sabor nuevo, sera importante para la consolidacion del TMS aversivo (TMSa), y
su duracién no supera los 15 minutos posteriores al primer contacto con el sabor. Por el contrario, la segunda activacion
de sintesis de proteinas, marcada con la letra B, sera importante para la consolidacion del TMS seguro, y comienza al
menos 15 minutos después del primer contacto con el sabor nuevo; hasta ahora no se ha determinado en qué momento
finaliza (signo de interrogacion). El establecimiento de alguno de los dos depende de la presencia o ausencia de malestar
gastrico, resultando en CAS o AN. (B) La inhibicién de la sintesis de proteinas en el mNAcc 15 minutos antes del sabor
bloquea la formacién de las proteinas necesarias para la consolidacién del TMS aversivo aln cuando se presente
malestar gastrico, por lo que seria posible reconocer al sabor como seguro en un segundo encuentro con el mismo. Aqui
sélo se afecta la consolidacion, no el aprendizaje (ver texto) (C) La inhibicién de la sintesis de proteinas 15 minutos
después del primer contacto con el sabor bloquea la formacién de las proteinas necesarias para la consolidacion del
TMS seguro, por lo que seria posible generar aversiéon a ese sabor si es que es seguido de malestar en una segunda
exposicion a este sabor.
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5.5. CONCLUSIONES

En el mNAcc tiene lugar una sintesis de proteinas necesaria en la consolidacion de los
TMS seguro y aversivo, y esta sintesis proteica es activada diferencialmente en diferentes
tiempos posteriores al primer contacto con el sabor nuevo, en funcién del trazo de memoria
(seguro o aversivo) que se forme. EI mNAcc genera en un lapso muy breve tras el primer
contacto con el sabor una activacién de sintesis de proteinas que son criticas para la
consolidacién del TMS aversivo, mas no para el aprendizaje del mismo. También genera el
mNAcc otro periodo de activacion de sintesis de proteinas, posterior pero muy cercano en el
tiempo al primero, que es critico para la consolidaciéon del TMS seguro. La consolidaciéon de uno
de los trazos de memoria en el mNAcc inhibe la formacion del otro, efecto que se pierde cuando
se inhibe la formacion de las proteinas necesarias para la consolidaciéon del trazo de memoria a

ser consolidado.
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