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RESUMEN

Gran parte de la informacion que recibimos del mundo la adquirimos y
almacenamos practicamente sin advertirlo o sin tener proposito en recordarla, a esto le
llamamos “memoria incidental”, y ain cuando la informacion fue aparentemente
ignorada, puede interferir en nuestros posteriores aprendizajes; un ejemplo de ello es la
inhibicion latente, fendmeno caracterizado por una disminuciéon o retardo en el
condicionamiento de un estimulo que fue previamente presentado sin consecuencias. Se
ha investigado el papel de varias estructuras cerebrales en estos procesos; sin embargo,
poca atencion se ha prestado a la corteza insular, drea que por sus conexiones resulta
muy proclive a intervenir en el aprendizaje y la memoria. El objetivo del presente
estudio fue determinar la participacion del sistema noradrenérgico (cuya intervencion en
memorias no emotivas ha sido comprobada pero poco estudiada) a través de sus
receptores beta en la corteza insular durante la formaciéon de la memoria incidental de
contexto, utilizando para ello el paradigma de la inhibicion latente de la evitacion
inhibitoria. El antagonista beta-adrenérgico, propranolol, fue inyectado bilateralmente
en la corteza insular de ratas macho Sprague-Dawley, quince minutos antes o
inmediatamente después de la pre-exposicion al contexto (comparimento oscuro de la
caja de evitacion). Los resultados muestran que los receptores beta-adrenérgicos en la
corteza insular tienen una funcion diferencial durante la formacion de la memoria del
contexto, siendo necesarios para la inhibicion latente de la evitacion inhibitoria. Esto
sugiere que la integridad de estos receptores es requerida durante la codificacion
incidental, siendo particularmente importante cuando el estimulo es posteriormente

asociado con un evento aversivo.



SUMMARY

People is continuously acquiring information about the world; a lot of this
information is acquired and retained almost without being aware about it or without any
purpose of remember it. This kind of learning is called “incidental”, and although the
information was apparently ignored, it interferes with subsequent learning experiences;
that is the case of a phenomenon called latent inhibition. Latent inhibition refers to a
retarded or diminished conditioning to stimuli following their non-reinforced pre-
exposure. The aim of this research was to contribute to the knowledge of the cerebral
structures and neurotransmitter systems that participate in this process. The main goal
was specifically to determine the role of the noradrenergic system in the insular cortex
(structure which has several interesting connections, i.e. with the limbic system, the
“reward” circuit and with all of the sensory modalities) in the latent inhibition of the
inhibitory avoidance paradigm. The beta-adrenergic antagonist, propranolol, was
injected bilaterally in the insular cortex of male Sprague-Dawley rats 15 minutes before
or immediately after the pre-exposure to the context (dark compartment of the inhibitory
avoidance cage). The results show that the noradrenergic activity through its beta
receptors in the insular cortex plays a role during the incidental context memory
formation and is necessary for the latent inhibition of the inhibitory avoidance. This
suggests a function of these receptors during the encoding of the pre-exposure incidental
phase, which is particularly important when the stimulus is subsequently associated

with aversive consequences.
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“Has it ever struck you... that life is all memory,
except for the one present moment that goes by
you so quickly you hardly catch it going?

It’s really all memory... except for each passing moment.”

Tennessee Williams, The Milk Train Doesn’t Stop Here Anymore (1963),
citado en E. Kandel, In Search of Memory (New York: W. W. Norton & Company, 2006. Pag.281).
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1. INTRODUCCION

El estudio de la memoria ha sido abordado por varias disciplinas: la Filosofia, la
Psicologia, la Neurobiologia. ;Qué le hace tan atrayente? Bueno, pues es cuestion tan solo de
imaginar a un ser humano carente de foda memoria: que no recuerde quiénes son las personas
con las que convive, ni como realizar su trabajo, ni las actividades cotidianas necesarias para
el mantenimiento de su persona y que ni siquiera se reconozca a si mismo como parte de un

contexto.

Las personas vivimos continuamente recibiendo informacién del mundo y creando una
especie de representaciones mentales sin que nos demos cuenta, o sin que pongamos proposito
en recordarlo; simplemente un dia sabemos que ya hemos visto antes la cara de alguien o que
ya hemos estado en un lugar. Estas son memorias “incidentales”, es decir, se adquirieron y
almacenaron conocimientos sin advertirlo. Sin embargo, esta informacion que en un momento
fue aparentemente ignorada, puede interferir con las posteriores experiencias de aprendizaje
que tengamos con ella; tal es el caso de la inhibicion latente, fendmeno que se refiere al
retardo o disminucién en la asociacion de un estimulo que fue previamente presentado sin
consecuencias. La inhibicion latente, junto con la memoria incidental, conforma el eje de este
trabajo. En la busqueda de las estructuras cerebrales y de los sistemas de neurotransmisores
que estan participando en estos procesos, en la presente investigacion se decidid utilizar el
modelo de la evitacion inhibitoria, haciendo uso de la rata como sujeto de experimentacion. En
la evitacion inhibitoria, si se agrega una pre-exposicion al contexto, se tiene la oportunidad de
medir tanto la memoria incidental como la subsecuente inhibicioén latente en la prueba. La
corteza insular fue elegida para este estudio por ser un area que, debido a sus conexiones con
el sistema limbico, el circuito de “recompensa” y las diferentes modalidades sensoriales, es
llamativamente proclive a intervenir en procesos de aprendizaje y memoria; ademas, ya se ha
comprobado especificamente su participacion en la tarea de evitacion inhibitoria tradicional.
Respecto a los neurotransmisores, fue de interés trabajar con el sistema noradrenérgico, que ha
sobresalido en la literatura mayoritariamente por estar involucrado en memorias con algin

contenido emotivo, pero cuya participacion en memorias de tipo incidental se conoce poco.



La inhibicion latente de la evitacion inhibitoria consta basicamente de tres etapas: 1) una
pre-exposicion al contexto (lado oscuro) sin consecuencias, 2) una segunda exposicion al
contexto, en la que puede compararse la latencia de entrada al lado oscuro con la del dia
anterior, sirviendo como indicativo de la memoria incidental formada por las ratas que fueron
pre-expuestas. En esta segunda etapa se lleva a cabo el condicionamiento del contexto con un
choque eléctrico de intensidad moderada; y por ultimo, 3) la prueba de retencidon, donde la
latencia de entrada al compartimento oscuro se interpreta como un indice de la memoria de la
asociacion contexto-choque eléctrico formada en la etapa anterior. Es aqui donde también
puede observarse la inhibicion latente en los animales que fueron pre-expuestos.

La inyeccion en la corteza insular del antagonista beta-adrenérgico, propranolol, ya sea 15
minutos antes o inmediatamente después de la pre-exposicion al contexto, permite determinar
la participaciéon del sistema noradrenérgico en la adquisicion y en la consolidacion,
respectivamente, de la memoria incidental y sus efectos en la formacion de la inhibicion
latente.

Los resultados obtenidos en el presente estudio contribuyen al conocimiento
neurobioldgico de los aprendizajes de tipo incidental, los cuales constituyen una gran parte de

nuestras experiencias.



2. ANTECEDENTES

Para el ser humano, las experiencias pasadas y los recuerdos que se tienen de ellas
determinan en gran medida su presente. Su razonamiento, habilidades, la manera en que se
conduce ante determinadas situaciones, las relaciones interpersonales y ain hasta sus gustos y
temores se encuentran influenciados por las vivencias previas. ;Qué seria de una persona si no

recordara nada de su pasado?

Razones sobran pues, para dedicarse a estudiar como es que se almacenan todas estas

experiencias y tratar de averiguar si existe un sustrato anatémico especifico para ello.

2.1. LA MEMORIA.- DEFINICION

La memoria contiene las representaciones internas de nuestras experiencias, es por
definicion, el proceso por el cual la informacion derivada de una experiencia, persiste a traves
del tiempo. Este proceso comprende varias fases: 1) Adquisicion.- el proceso por el cual la
informacién nueva es traducida y representada (codificada) en el sistema nervioso, 2)
Consolidacion.- son los procesos por los cuales la informacion se almacena gradualmente de
manera mas estable. Sin embargo, la memoria de estas experiencias es aun labil durante este
tiempo, y 3) Evocacion.- es la recuperacion y el uso de la informacién almacenada (Kandel,
Schwartz y Jessell, 2001; Squire y Kandel, 2000; Vidales, Leal y Vidales, 2004).

2.2. HISTORIA'Y CLASIFICACION DE LA MEMORIA

El tema de la memoria ha sido abordado desde diferentes perspectivas por disciplinas
como: la Filosofia, la Psicologia y, mas recientemente, la Biologia. Filésofos como Aristoteles
(s. IV a.C.) y René Descartes (s. XVII d.C.) dejaron reflexiones acerca de esta facultad mental;
el primero consideraba que esta capacidad residia en el corazén del hombre y el segundo la
relaciono con la actividad del cerebro y la glandula pineal (Dudai, 1991).



El analisis filosofico fue reemplazado gradualmente por los estudios empiricos de la mente
realizados en el campo de la Psicologia; y es hasta finales del siglo XIX que el psicélogo
Hermann Ebbinghaus marca la transicion al implementar un método objetivo, cuantitativo y
estandarizado para el estudio de la memoria, sometiéndola finalmente a la comprobacién

rigurosa en el laboratorio.

Basandose en los estudios de Ebbinghaus, el filosofo William James formulé la primera
clasificacion de la memoria, definiendo dos categorias: la memoria primaria (posteriormente
Ilamada de corto plazo), que es aquella que no es necesario evocar porque en realidad nunca
ha abandonado el curso principal del pensamiento, siendo esencialmente una extension del
momento presente; y la memoria secundaria (o de largo plazo), la que puede recuperarse a
voluntad trayéndola conscientemente del pasado cuando se necesite (Bermudez-Rattoni y
Prado-Alcala, 2001; Squire y Kandel, 2000).

Posteriores al trabajo de James, existen escritos de personas como el filosofo Henri
Bergson y el psicologo William McDougall, en los que se postulan otras clasificaciones de la
memoria (Squire y Kandel, 2000); sin embargo, el hecho mas trascendente ocurre en 1957,
cuando el neurocirujano William Scoville y la psicologa Brenda Milner reportan el caso
extraordinario de un paciente -conocido por sus iniciales como H.M.- al que se le habia
practicado una extirpacion del 16bulo temporal cuatro afios atras. La cirugia fue aparentemente
un éxito en cuanto al alivio de la epilepsia que padecia el individuo pero habia afectado
significativamente su memoria: aun cuando el paciente era capaz de recordar bien los eventos
de su nifiez, tenia incapacidad para recordar acontecimientos ocurridos en los afios precedentes
a la operacion; asi como también ahora era incapaz de formar nuevas memorias de los eventos,
los lugares y la gente conocida después de la cirugia. Pero H.M. conservé su capacidad para
formar memorias de corto plazo (Siegel, Albers, Brady y Price, 2006). También su memoria
para ciertas habilidades perceptuales-motoras quedé intacta; por ejemplo, H.M. aprendié una
tarea que consistia en repintar el contorno de una estrella vista a través de un espejo y con cada
sesion de préactica, mejoraba su desempefio. Sin embargo, lo mas llamativo era que antes de
cada sesion habia que explicarle en qué consistia la prueba, ya que él afirmaba que jamas la
habia realizado (Bermudez-Rattoni y Prado-Alcala, 2001).



A partir de las observaciones realizadas en H.M. y en otros pacientes con amnesia, surgio
una nueva clasificaciéon de la memoria, la cual la divide en dos grandes clases: la de

procedimiento y la declarativa.

Memoria de procedimiento (no declarativa o implicita).- Comprende la percepcion, las
habilidades motoras, las operaciones mentales y el denominado “priming” (término que se
refiere al incremento en la habilidad para detectar o identificar un estimulo, debido al
procesamiento reciente de dicho estimulo). No es dependiente de la integridad estructural del
I6bulo temporal. Su evocacion no requiere la participacion consciente. Hasta la fecha, no se
encuentra del todo claro las estructuras cerebrales que participan en la codificacion de este tipo
de memoria; sin embargo, estudios en animales sugieren que el estriado (término con el que
colectivamente se denomina al nucleo caudado y al putamen) pudiera estar involucrado.
Algunos investigadores han propuesto que las neuronas encargadas de archivar este tipo de
memoria son precisamente aquellas que se activaron durante su adquisicion, pudiendo asi estar
distribuida a lo largo de todo el sistema nervioso (Bermudez-Rattoni y Prado-Alcala, 2001;
Siegel et al., 2006; Squire y Kandel, 2000).

Memoria declarativa (también llamada explicita).- Es aquella utilizada para el
conocimiento de los lugares, los eventos, la gente. Es dependiente del l6bulo temporal. Su
evocacion requiere un esfuerzo consciente y deliberado, es flexible y se forma con la
asociacion de multiples fragmentos y trozos de informacién. Puede subdividirse a su vez en
dos clases: memoria episodica (que contiene informacion sobre el qué, dénde y cuando de los
eventos, refiriéndose particularmente a las experiencias personales) y memoria semantica -son
los conocimientos que no son atribuibles a alguna ocasion particular en la vida; da lugar a los
conceptos y al conocimiento enciclopedico- (Bermudez-Rattoni y Prado-Alcala, 2001; Kandel
et al., 2001; Siegel et al., 2006). Es probable que en la mayoria de las memorias declarativas
ocurra la asociacién del hecho aprendido con algin contexto (situacién o lugar) relacionado
con el mismo; ya que uno de los propositos de la memoria declarativa es el representar objetos

y eventos del mundo externo y encontrar las relaciones entre ellos (Squire y Kandel, 2000).



2.3. LA MEMORIA INCIDENTAL

Para la adquisicion de la informacion que forma parte de nuestra memoria puede en
ocasiones requerirse de cierta atencion y esfuerzo. Tal es el caso de recordar los nombres de
un conjunto de personas que acabamos de conocer o retener los detalles importantes de algun
articulo leido. Sin embargo, existe también gran cantidad de informacién que es adquirida de
manera “automatica”, esto es, con poco o ningun esfuerzo por retenerla, aparentemente sin
prestarle atencidon y también aparentemente sin interferir en nuestro pensamiento acerca de
otras cosas. Esto ocurre a menudo con caracteristicas tales como el espacio, el tiempo y la
frecuencia (Myers, 2001). Por ejemplo: durante un examen, en ocasiones podemos recordar
justo el lugar del libro de texto donde aparece la informacion olvidada. Nos damos cuenta de
que en una misma tarde hemos visto tres veces a la misma persona. Manejamos 0 caminamaos
por la misma ruta cada dia sin proponernos recordar todos los comercios, parques, bancos y
paradas de autobus que hay en el camino; pero cuando lo llegamos a necesitar, sabemos donde

encontrarlos.

El ser humano esta continuamente adquiriendo informacion que parece no estar asociada
con algln evento notable, esto es, se encuentra atendiendo incidentalmente a los estimulos
sensoriales (el término “incidental” significa la ausencia de una situacion instructiva
identificable). Probablemente, el aprendizaje y la memoria de estos eventos ocurra solamente
por tener alguna importancia potencial y generalmente sus consecuencias conductuales son
latentes (Dudai, 1991).

Hasta donde se sabe, no existe alguna clasificacion de la memoria en la que explicitamente
se incluya a la memoria incidental en una u otra categoria; sin embargo, en el presente trabajo
se sugiere que la memoria incidental, en su modalidad de contexto, podria incluirse en la
declarativa episodica, puesto que se trata de informacion referente a lugares, eventos o gente; a
un contexto en el que ocurre un evento no instructivo o relevante o a un contexto en el que no
se tiene consecuencia alguna particular. Asi mismo, se ha encontrado que estructuras del

I6bulo temporal, como el hipocampo (Roesler et al., 2005) y la amigdala (Miranda,



Rodriguez-Garcia, Reyes-Lopez, Ferry y Ferreira, 2008), se encuentran involucradas en su

formacion.

Uno de los pioneros en investigar este tipo de conductas fue Edward C. Tolman (1886-
1959), quien a través de sus trabajos experimentales en ratas, demostré el aprendizaje latente
y propuso que los animales llevaban a cabo la formacién de mapas cognoscitivos aun cuando
fueran 0 no recompensados con alimento (Myers, 2001). Sostenia que el aprendizaje esta
almacenado de algin modo, y solo en el momento necesario los sujetos lo demuestran,
realizando tareas nunca antes practicadas para resolver problemas cuando las condiciones lo

requieren (Garcia, 2005).

La informacion guardada inadvertidamente puede interferir en posteriores aprendizajes;
por ejemplo: la exposicion a un estimulo que no es seguido de consecuencia alguna puede
retardar o disminuir la respuesta en su posterior condicionamiento. A este fendmeno se le
conoce como “inhibicion latente” (Gal et al., 2005; Zalstein-Orda y Lubow, 1995) y su estudio
ha sido de gran interés tanto desde el punto de vista tedrico como del clinico. En el aspecto
tedrico, resulta importante porque implica una forma de aprendizaje que tiene lugar durante la
presentacion de un estimulo neutral y puede modificar el aprendizaje de experiencias
subsecuentes. Por otra parte, desde el punto de vista clinico, ha sido utilizada en el area de la
psiquiatria como modelo neuro-psicoldgico para evaluar una de las disfunciones mas citadas
en los pacientes con esquizofrenia: el déficit de atencion selectiva, considerado también como
falta de capacidad para ignorar estimulos irrelevantes (Gal et al., 2005). Las aproximaciones
hacia el entendimiento de este fendmeno a nivel conductual se mencionan en la siguiente

seccion.



2.4, TEORIAS DE LA INHIBICION LATENTE

La inhibicion latente, definida como el retardo o la disminucion en el aprendizaje de un
estimulo que ha sido previamente presentado sin consecuencias (Lubow y De la Casa, 2002),
tiene cuatro explicaciones posibles, segin Robbins, Muir, Killcross y Pretsell (1993); éstas

son:

X Habituacion. Considera a la inhibicion latente como un tipo especifico de habituacion,
esto es, una disminucién de la respuesta hacia un estimulo repetido a medida que éste
pierde su novedad y que no es el resultado de la fatiga o de la adaptacion sensorial
(Robbins et al., 1993). Para algunos autores, esto refleja un decaimiento adaptativo de la
atencion hacia el estimulo y sirve para desvalorizar los estimulos irrelevantes previos
(Lubow y De la Casa, 2002).

X Interferencia. La inhibicion latente podria resultar de la interferencia proactiva, en la cual
la asociacion previa con la ausencia de consecuencia interfiere con la formacion de una

nueva asociacion del mismo estimulo con el reforzador (Robbins et al., 1993).

X Estatus predictivo. La inhibicion latente expresaria el hecho de que un estimulo pre-
expuesto difiere de uno novedoso en su capacidad para predecir un evento subsecuente
(Robbins et al., 1993).

X Generalizacion. Esta se refiere a las situaciones en las que un individuo que ha aprendido
a responder a un estimulo en particular, despliega la misma respuesta ante otro estimulo
similar (Dudai, 2002). En la pre-exposicion a un estimulo, éste se representa como parte
del contexto de condicionamiento; de este modo, cuando el estimulo pre-expuesto es
subsecuentemente pareado con un reforzador, su relevancia individual es baja, de tal
manera que no permite tener una representacion lo suficientemente discreta o puntual del
patron de actividad producido ante ese estimulo y por lo tanto el condicionamiento se
retarda (Robbins et al., 1993).



2.5. MODELOS DE ESTUDIO

Para analizar la memoria incidental (y en general, cualquier otro tipo de memoria) y la
inhibicién latente, podria estudiarse el cerebro como una “caja negra”, dandole tareas a
realizar y observando los resultados, y de éste modo poder tener cierta informacion de sus
propiedades y de la magnitud de su desempefio, pero no se podria explicar la organizacion de
los sistemas neuronales ni su funcionamiento. Para eso, es preciso disecar el cerebro; razon
por la cual el ser humano no seria un sujeto conveniente de experimentacion (Dudai, 1991).

Asi pues, se requieren modelos animales.

El estudio de la memoria incidental puede llevarse a cabo en roedores a traves de
paradigmas de inhibicion latente de diversos condicionamientos, tales como el de la aversion

al sabor o el de la evitacion inhibitoria.

En una de las versiones de la evitacion inhibitoria, el roedor aprende a reprimir su
tendencia natural a preferir los lugares oscuros méas que los iluminados. La caja de evitacion
inhibitoria consiste en dos compartimentos, uno iluminado y otro oscuro separados por una
compuerta (ver Figura 1). En un entrenamiento tradicional, el animal es colocado en el lado
claro de la caja, se abre la compuerta y se mide el tiempo (denominado latencia de entrada)
que tarda el roedor en pasar al lado oscuro; una vez ahi, se cierra la compuerta y se le aplica
un choque eléctrico a través del piso del compartimento. Se retira el animal de la caja y cierto
tiempo después (por ejemplo, un dia o dos), se hace la prueba de retencion, la cual consiste en
colocar al roedor en el lado claro, abrir la compuerta y medir nuevamente la latencia de
entrada al lado oscuro; esta latencia refleja la memoria que guarda el animal acerca del

contexto y su asociacion con el estimulo aversivo (Sweatt, 2003).



Figura 1. Esquema de la caja de evitacion inhibitoria, y del sujeto experimental, en su modalidad “step
through” (paso a través de).

Estudios recientes (Malin y McGaugh, 2006; Miranda y Bermudez-Rattoni, 2007; Roesler
et al., 2005) indican que, si se expone previamente al animal al lado oscuro de la camara sin
darle ningun choque antes del entrenamiento, es posible disociar la tarea de evitacion
inhibitoria en dos componentes: la familiarizacion con el contexto (lado oscuro) y la

asociacion del contexto con el estimulo aversivo (choque eléctrico).

La familiarizacion con el contexto resulta de la memoria que el animal haya formado
durante la pre-exposicion, y decimos que esta memoria es incidental porque el contexto no es

asociado en primera instancia con instruccion alguna en particular.

La pre-exposicion provoca también el efecto de inhibicion latente, esto es, afecta el
posterior condicionamiento que se hace del contexto con el estimulo aversivo, haciendo que la
respuesta condicionada disminuya. Esto es observable en el dia de la prueba de retencion: los
animales pre-expuestos tienen latencias de entrada menores que los animales control (no pre-

expuestos).



2.6. ESTRUCTURAS CEREBRALES PARTICIPANTES EN LA TAREA DE
EVITACION INHIBITORIA Y EN LA INHIBICION LATENTE

Numerosos estudios sugieren que no existe un centro tnico de memoria en el cerebro sino
que ésta se encuentra codificada a lo largo de muchas vias por un grupo de circuitos
especificos (Squire y Kandel, 2000). También se ha sugerido que, en condiciones
incrementadas de aprendizaje, las estructuras cerebrales se conectan en paralelo, de modo tal
que, aun cuando una de ellas se encuentre inactiva, basta con que algunas de las restantes
funcionen normalmente para que se lleve a cabo el proceso de consolidacion de la memoria
(Bermudez-Rattoni y Prado-Alcala, 2001).

Para la tarea de evitacion inhibitoria, ain se desconoce el circuito del almacenamiento de
la informacion, debido a que se trata de un conjunto complejo de asociaciones; sin embargo,
se ha comprobado ya la participacion de varias estructuras cerebrales, entre ellas: el
hipocampo (lzquierdo et al., 1992), el estriado (Pérez-Ruiz y Prado-Alcala, 1989), la sustancia
negra compacta (Cobos-Zapiain et al., 1996), el nacleo basal magnocelular (Lopez-Garcia,
Fernandez-Ruiz, Escobar, Bermudez-Rattoni y Tapia, 1993), la amigdala (Bermudez-Rattoni y
McGaugh, 1991) y la corteza insular (Bermudez-Rattoni, Introini-Collison y MgGaugh JL,
1991; Miranda y McGaugh, 2004).

La corteza insular, particularmente a través de su sistema colinérgico, ha sido implicada
también en la formacién de la memoria incidental que da lugar a la inhibicién latente de la
evitacion inhibitoria (Miranda y Bermudez-Rattoni, 2007). Otras estructuras relacionadas con
efectos de inhibicion latente en distintos paradigmas de aprendizaje son: el nucleo accumbens
(Young, Joseph y Gray, 1993), el complejo amigdaloide (Molodtsova, 2003; Schiller y
Weiner, 2004, 2005), la corteza orbitofrontal (Schiller y Weiner, 2004), la corteza entorrinal
(Coutureau, Galani, Gosselin, Majchrzak y Di Scala, 1999) y el estriado (Molodtsova, 2003).

La intervencién de la corteza insular en la tarea de evitacion inhibitoria y su inhibicién
latente es un caso llamativo, ya que anteriormente se hacia referencia a ella casi sélo por su

papel en el procesamiento de la informacion visceral y gustativa (Bures, Bermudez-Rattoni y



Yamamoto, 1998; Yamamoto, Azuma y Kawamura, 1984) y es recientemente cuando se han
encontrado evidencias de su participacion en otro tipo de memorias tales como el
reconocimiento de objetos (Bermudez-Rattoni, Okuda, Roozendaal y McGaugh, 2005) y en el
aprendizaje del laberinto acuatico (Bermudez-Rattoni et al., 1991). En la siguiente seccion se

describiran algunos aspectos anatémicos y funcionales importantes de la corteza insular.

2.7. ANATOMIA FUNCIONAL DE LA CORTEZA INSULAR

La corteza insular de la rata se encuentra localizada en el surco rinal, y se define como el
area que se extiende desde la corteza frontal lateral hasta la corteza perirrinal en direccién
rostro-caudal y desde el borde de la corteza somatomotora hasta la corteza piriforme en

direccion dorso-ventral (Paxinos, 1995). Ver Figura 2.

Al igual que en otras especies, la corteza insular de la rata es un area heterogénea
constituida por varias regiones con distintas caracteristicas citoarquitectonicas y de conexion.
La region anterior de la corteza insular es principalmente agranular, y se subdivide en los
componentes dorsal y ventral. La region posterior ya ha desarrollado partes disgranulares y
granulares en su parte dorsal. Caudalmente, las areas granulares desaparecen y la corteza
insular agranular se mezcla imperceptiblemente con la corteza perirrinal (Paxinos, 1995; Shi y
Cassell, 1998).
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Figura 2. Diagramas coronales del cerebro de rata en coordenadas antero-posteriores +1.7 mm, +1.00
y —0.40 mm, respectivamente, con respecto a Bregma (modificado del atlas de Paxinos y Watson,
1998). EIl area sombreada corresponde a la corteza insular, con sus porciones (G) granular, (D)
disgranular y (A) agranular en direccién dorso-ventral. Recuadro: Fotografia lateral de un cerebro de
rata en el que se indica la localizacion de la corteza insular, tomando como referencias anatomicas la
arteria media cerebral (AMC) y la fisura rinal (FR). (Modificada de: Sato et al., 2008).

El area insular agranular se caracteriza por tener tres estratos celulares agranulares, una
capa de fibras mielinizadas y un alto nivel de acetilcolinesterasa (AChE) intracortical. En el
area disgranular aparece la capa granular 4 y una gradual diferenciacién de la capa 2, la
mielina cortical es baja y se sitia mayoritariamente en las capas profundas; el nivel de AChE
es menor que en el area agranular. El area granular contiene las capas granulares 4 y 2, mayor

cantidad de mielina cortical y una muy baja densidad de AChE (Mesulam y Mufson, 1982).

La corteza insular tiene conexiones reciprocas con el area somatosensorial secundaria, el
nucleo del tracto solitario, el nacleo parabraquial, el talamo y la amigdala. Recibe también
aferentes que provienen del locus coeruleus y tiene eferentes que proyectan hacia el estriado,
el nucleo accumbens, el claustro, el presubiculum y las cortezas prefrontal, perirrinal,
entorrinal y piriforme (Bures et al., 1998; Friedman et al., 1986; Paxinos, 1995; Saper, 1982;

Wright y Groenewegen, 1996). En la Tabla 1 se enlistan algunas de las principales aferentes y



eferentes de la corteza insular de la rata, determinadas mediante los métodos de trazado
anterogrado y retrégrado (Saper, 1982).

Tabla 1. Principales proyecciones aferentes y eferentes de la corteza insular

Aferentes Eferentes

Nucleo lateral y basolateral de la amigdala Nucleo central de la amigdala

Nucleo basal magnocelular Estriado

Ndcleo centromedial del talamo Claustro

Nucleos tuberomamilares del hipotalamo, | Parte lateral del nucleo del lecho de la estria

bilaterales terminal

Area ventral tegmental Nucleo accumbens
Nucleos del rafé Presubiculum
Locus coeruleus, bilateral Corteza entorrinal
Reciprocas

Corteza frontal lateral, piriforme y perirrinal ipsilaterales
Corteza insular contralateral

Corteza somatosensorial secundaria

Nucleos mediodorsal y ventroposteromedial del talamo
Area posterior lateral del hipotalamo

Nucleo parabraquial, bilateral

Nucleo del tracto solitario

Existen también interconexiones entre las diferentes areas de la corteza insular: la parte
granular proyecta hacia la parte disgranular subyacente. La corteza disgranular, a su vez,

proyecta hacia las areas agranular y granular.



La corteza agranular posterior tiene eferentes hacia el area agranular anterior y hacia las
areas granular y disgranular posteriores. Las areas granular y disgranular posteriores proyectan

hacia la disgranular anterior (Shi y Cassell, 1998).

Estudios anatémicos y electrofisiologicos indican que la corteza insular disgranular
posterior estd muy relacionada con la modalidad gustativa, mientras que la granular se ha

involucrado mas con la sensibilidad visceral (Shi y Cassell, 1998).

Por su parte, la corteza insular agranular (también denominada corteza visceral) ha
mostrado un gran traslape de células que proyectan hacia el tallo cerebral, el talamo y la
corteza de asociacion, razon por la cual se sugiere que esté involucrada en la integracion
eficiente de estimulos sensoriales viscerales especificos que estén correlacionados con

consecuencias de caracter limbico o motivacional (Krushel y Van der Kooy, 1988).

Entre los neurotransmisores presentes en la corteza insular se encuentran: el glutamato
(principal neurotransmisor eferente de la corteza cerebral), el GABA (&cido gamma amino
butirico, neurotransmisor inhibitorio predominante en el cerebro de los mamiferos), la
acetilcolina -proveniente mayoritariamente del nicleo basal magnocelular-, la serotonina -
procedente de los nucleos del rafé- y la noradrenalina -de aferentes provenientes del locus
coeruleus- (Lopez-Garcia, Bermudez-Rattoni y Tapia, 1990; Mello e Souza et al., 2001;
Miranda y Bermudez-Rattoni, 1999; Paxinos, 1995). Ademas, se ha reportado la presencia de
los siguientes péptidos: encefalina (Svingos, Cheng, Clarke y Pickel, 1995), dinorfina (Evans,
Bey, Burkey y Commons, 2007) y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (Yasui,
Saper y Cechetto, 1989); la funcion de estas sustancias en la corteza insular ain no ha sido

dilucidada por completo.

Algunos de los receptores encontrados en la corteza insular son los siguientes: NMDA, no
NMDA y mGIuR para glutamato (Berman, Hazvi, Neduva y Dudai, 2000; Otawa, Takagi y
Ogawa, 1995), el tipo A para GABA (Cameron, Huang, Nichols y Koeppe, 2007; Ogawa,
Hasegawa, Otawa e lkeda, 1998), nicotinico y muscarinicos M1, M2 y M3 para acetilcolina
(Gatley et al., 1998; Ramirez-Lugo, Miranda, Escobar, Espinosa y Bermudez-Rattoni, 2003),



1Ay 2A para serotonina (Palchaudhuri y Fliigge, 2005; Wai et al., 2008), alfa-2 y beta para
noradrenalina/adrenalina (Tohyama y Takatsuji, 1998; Unnerstall, Kopajtic y Kuhar, 1984),
D1, D2 y D4 para dopamina (Hurd, Suzuki y Sedvall, 2001; Kaasinen, Aalto, Nagren y Rinne,
2004; Rivera et al., 2008), H3 para histamina (Cumming y Vincent, 1993) y Al para

adenosina (Svenningsson, Hall, Sedvall y Fredholm, 1997).

A la corteza insular se le atribuye una gran diversidad de funciones, entre ellas olfaccion,
gusto, control visceral, procesamiento somatosensorial y nociceptivo, memoria, afecto e
iniciativa (Afifi y Bergman, 2005; Sewards y Sewards, 2002). Se cree que interviene en la
representacion de mapas afectivos influidos por entradas sensoriales especificas,
especialmente aquellas reforzadas o mediadas por situaciones aversivas (Bermudez-Rattoni y
Prado-Alcald, 2001). En este sentido, se ha encontrado que al lesionar la corteza insular se
impide la formacion de ciertos aprendizajes que tienen algiin componente emotivo, como la
evitacion inhibitoria y el laberinto acuatico (Bermudez-Rattoni et al., 1991). Participa también
en la formacion del condicionamiento de aversion al sabor (Miranda y McGaugh, 2004), en el
procesamiento de estimulos visuales aversivos (Perlis et al., 2008) y de estimulos sensoriales
dolorosos (Bornhovd et al., 2002; Sewards y Sewards, 2002). La corteza insular, sin embargo,
también participa en la formacion de memorias no emotivas, como el reconocimiento de
objeto (Bermudez-Rattoni et al., 2005), la memoria incidental del sabor (Miranda et al., 2008)

y la memoria incidental de contexto (Miranda y Bermudez-Rattoni, 2007).

De acuerdo a lo citado en el parrafo anterior, la corteza insular se plantea como un area
interesante para el estudio de la inhibicidn latente; en la cual un mismo estimulo es primero
presentado de manera incidental y posteriormente se le afiade un componente aversivo para su
condicionamiento, resultando en una disminucion de la respuesta condicionada debida a la

pre-exposicién incidental.



2.8. SISTEMAS DE NEUROTRANSMISORES IMPLICADOS EN LA TAREA DE
EVITACION INHIBITORIAY LA INHIBICION LATENTE

Muchos estudios se han hecho con el fin de conocer qué neurotransmisores estan actuando

en las diferentes estructuras que participan en la tarea de evitacion inhibitoria. La gran

mayoria de ellos ha utilizado técnicas farmacoldgicas, inyectando local o sistémicamente

agonistas o antagonistas de los distintos neurotransmisores y observando su efecto en la

conducta. Gracias a estos experimentos, se han dilucidado los siguientes hechos:

>

La actividad colinérgica participa en la consolidacion de la memoria de la tarea de
evitacion inhibitoria, pero sélo cuando la experiencia de aprendizaje se da dentro de un
cierto rango de intensidades del estimulo eléctrico (Prado-Alcala y Quirarte, 1998). Lo
anterior se ha probado a través de la administracion de inyecciones sistémicas de

escopolamina, un antagonista de los receptores muscarinicos.

La actividad colinérgica en el estriado desempefia un papel importante en la adquisicion y
en las etapas tempranas, pero esto no aplica cuando la tarea ha sido sobreentrenada (Prado-
Alcalg, 1994).

El glutamato (a través de sus receptores NMDA y AMPA) en las cortezas prefrontal y
entorrinal, en el complejo amigdalino y en el hipocampo dorsal, participa en la
consolidacion de la memoria. Los receptores AMPA de la corteza prefrontal y de la
amigdala también intervienen en la evocacion de la tarea (Jerusalinsky et al., 1992; Liang,
Hu y Chang, 1996).

La actividad GABAérgica, analizada a nivel sistémico, modula la consolidacion de la
memoria, interactuando con el sistema beta-adrenérgico (Introini-Collison, Castellano y
McGaugh, 1994). Esta participacion en la consolidacion se ha confirmado también al
inyectar diferentes antagonistas de GABA en estructuras como la sustancia negra y el
estriado (Chavez, Salado-Castillo, Sanchez-Alavez, Quirarte y Prado-Alcald, 1995; Cobos-
Zapiain et al., 1996).



>

La serotonina, a través de sus receptores tipo 1A en la corteza insular agranular, modula
probablemente la consolidacion de la tarea (Mello e Souza et al., 2001). La actividad
serotoninérgica en la formacion de la memoria también ha sido demostrada en la sustancia
negra y el estriado (Diaz del Guante, Rivas, Prado-Alcala y Quirarte, 2004; Prado-Alcala
et al., 2003).

La activacion dopaminérgica a través de los receptores D1 y D2 en la amigdala basolateral
modula la consolidacion de la memoria; y se encuentra, a su vez, bajo la influencia de los
sistemas noradrenérgico y colinérgico de la misma estructura (Lalumiere, Nguyen y
McGaugh, 2004).

La activacion del sistema noradrenérgico, a traves de sus receptores o y 3, en la amigdala
basolateral, tiene un papel importante —quizas critico- en la modulacion de la consolidacion
de la memoria (McGaugh, 2004). A su vez, se cree que la activacion de este sistema esta
también regulada por la actividad colinérgica de la amigdala (Introini-Collison, Dalmaz y
McGaugh, 1996).

El proceso de evocacion se encuentra modulado simultdneamente por los sistemas
dopaminérgico (D1), beta-adrenérgico, muscarinico colinérgico y serotoninérgico
(5HT1A) presentes en las cortezas entorrinal, posterior parietal y anterior del cingulo y en

el area CA1 del hipocampo (Barros et al., 2001).

Cuando se modifica la tarea de evitacion inhibitoria llevandola a cabo en dos dias

consecutivos para separar la memoria de contexto (no aversivo) de la memoria de la

asociacion contexto-choque eléctrico (aversivo) se han encontrado los siguientes resultados:

Los receptores de glutamato tipo NMDA del hipocampo dorsal median la formacion de la

memoria al contexto de entrenamiento (Roesler et al., 2005).



Agonistas colinérgicos administrados en el hipocampo o en la amigdala basolateral
inmediatamente después del entrenamiento al contexto solo, mejoran la retencién de la
evitacion inhibitoria (Malin y McGaugh, 2006).

La actividad colinérgica en la corteza insular es necesaria para la adquisicién, mas no para
la consolidacion, de la memoria de pre-exposicion al contexto que da lugar a la inhibicion

latente de la evitacion inhibitoria (Miranda y Bermudez-Rattoni, 2007).

Altos niveles en la desaminacion de la serotonina debidos a un incremento en la actividad
de la monoamino oxidasa (MAQ) fueron observados en el complejo amigdaloide y en el
estriado justo en el momento de la prueba de retencion en otro experimento de inhibicion

latente de la evitacion inhibitoria (Molodtsova, 2003).

En diferentes paradigmas de inhibicion latente también se han encontrado interesantes

resultados en la busqueda de los neurotransmisores participantes; por ejemplo:

En un estudio de condicionamiento clasico de un tono que precedia a un choque eléctrico,
se cuantificd la cantidad de dopamina liberada en el nGcleo accumbens durante el choque.
Posteriormente, cuando el tono era presentado solo, seguia existiendo esa liberacion de
dopamina. Sin embargo, una pre-exposicion al tono antes de ser condicionado hacia que la
cantidad de dopamina liberada durante el condicionamiento disminuyera. La prueba, al
presentar el tono solo, no desencadenaba ahora liberacion alguna de dopamina (Young et
al., 1993).

La participacion del sistema dopaminérgico del nucleo accumbens y del estriado también
se ha demostrado en la inhibicion latente del condicionamiento de aversion al olor
(Jeanblanc, Peterschmitt, Hoeltzel y Louilot, 2004; Peterschmitt, Hoeltzel y Louilot, 2005).

Se ha sugerido que la serotonina, a través de sus receptores SHT1A y 5HT2A, esta
implicada en la inhibicion latente predominantemente en la etapa de la pre-exposicion, esto

es, en el procesamiento de la asociacion estimulo-no consecuencia (Weiner, 2003).



- El glutamato, por medio de sus receptores NMDA, también ha sido propuesto como
modulador de la inhibicién latente, observandose efectos de persistencia al administrar
antagonistas como el MK-801 (Weiner, 2003).

- En la inhibicién latente del condicionamiento de aversion a los sabores, la infusion del
antagonista beta-adrenérgico propranolol en la amigdala basolateral, inmediatamente
después de la pre-exposicion al sabor novedoso, atenud significativamente la inhibicion
latente (Miranda, Lalumiere, Buen, Bermudez-Rattoni y McGaugh, 2003); estudios
posteriores (Miranda et al., 2008) demuestran que estos receptores, tanto en la amigdala
basolateral como en la corteza insular son necesarios para la formacion de la memoria

incidental del sabor.

Resulta particularmente llamativo este hallazgo de la participacion del sistema
noradrenérgico en procesos incidentales, ya que mayoritariamente se le habia encontrado
modulando la formacion de memorias con algun componente emotivo. En la presente
investigacion, se tuvo interés en averiguar si este sistema participa también en la formacion de
otro tipo de memorias incidentales, como la de contexto. Resulta conveniente, por esta razén,
tener un marco tedrico del metabolismo y la funcion de la noradrenalina en el Sistema

Nervioso Central (SNC); éste se presenta en la siguiente seccion.

2.9. LA NORADRENALINA: METABOLISMO Y DISTRIBUCION

La noradrenalina pertenece al grupo de las catecolaminas, las cuales se caracterizan por
tener en su estructura un grupo amino y un grupo catecol (que es un anillo bencénico 3,4
dihidroxilado). Ver Figura 3.
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Figura 3. Estructura de la noradrenalina (3,4-dihidroxi fenil etanolamina)

Su sintesis es llevada a cabo a partir del aminoacido tirosina en una via biosintética que
consta esencialmente de tres enzimas: 1) la tirosina hidroxilasa (TH; es el factor limitante de la
sintesis), 2) la DOPA descarboxilasa o descarboxilasa de aminoéacidos aromaticos y 3) la
dopamina B-hidroxilasa (DBH, ver Figura 4). Para que ocurran adecuadamente las reacciones
de sintesis, es necesaria también la presencia de los siguientes compuestos: biopterina, fosfato
de piridoxal y ascorbato. Es interesante notar que la noradrenalina es el Unico neurotransmisor
cuya sintesis es terminada en las vesiculas de almacén; esto se debe a que la DBH se encuentra
mayoritariamente unida a la membrana vesicular interna. Una pequefia cantidad de DBH
también se encuentra libre dentro de la vesicula, de modo tal que es liberada junto con la
noradrenalina en la exocitosis (Siegel et al., 2006).
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Figura 4. Ruta de sintesis de la noradrenalina. L-DOPA= L-dihidroxifenilalanina.

Los cuerpos celulares de las neuronas noradrenérgicas centrales se encuentran agrupados
en nucleos bilaterales (numerados Al a A7) situados en dos columnas, una dorsal y otra
ventral, en el tallo cerebral. Ver Figura 5.

A nivel del bulbo raquideo, la columna ventral contiene neuronas asociadas con el nicleo
ambiguo (grupo Al); las de la columna dorsal forman parte del nicleo del tracto solitario y el
nacleo motor dorsal del vago (grupo A2). Ambos grupos se proyectan al hipotdlamo vy
controlan funciones cardiovasculares y endocrinas (Kandel et al., 2001).

El grupo A3 se encuentra disperso en la formacion reticular del bulbo y se extiende hasta
los grupos A5 y A7 (Tohyama y Takatsuji, 1998) localizados en la formacion reticular

ventrolateral de la protuberancia. Estos grupos proporcionan, sobre todo, proyecciones a la



médula espinal que regulan reflejos autonomos y la sensibilidad dolorosa (Kandel et al.,
2001).

El grupo A6, conocido como locus coeruleus, se encuentra en la parte posterior y externa
de la sustancia gris que rodea al acueducto y al cuarto ventriculo. Este grupo comprende
aproximadamente el 45 % de todas las neuronas noradrenérgicas en el cerebro (alrededor de
1500 células en cada hemisferio de la rata) y envia amplias prolongaciones a la corteza
cerebral y al cerebelo, asi como otras descendentes al tronco encefalico y la médula espinal.
Se le considera la principal fuente de noradrenalina del sistema nervioso central.

El locus coeruleus mantiene el estado de vigilia y la capacidad de respuesta a estimulos
inesperados (Kandel et al., 2001; Stanford, 2001).

El grupo A4 forma la continuacion dorsolateral del grupo A6 y rodea al cuarto ventriculo
dorsolateralmente (Tohyama y Takatsuji, 1998).
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Figura 5. Principales vias noradrenérgicas en el cerebro de la rata. Hc, hipocampo; Cb, cerebelo; Ht,
hipotalamo; T, tdlamo; S, septum (modificado de Tohyama y Takatsuji, 1998).



Al igual que otras monoaminas, la noradrenalina liberada es rapidamente recapturada de la
hendidura sinaptica. Este proceso es llevado a cabo por transportadores glicoproteicos de doce
pasos transmembranales. Una vez que la noradrenalina se encuentra en el citosol, alguna
puede volverse a vesicular y almacenarse para una liberacion subsecuente. Sin embargo, se
cree que la mayor parte de la noradrenalina es degradada por la enzima monoamino oxidasa
(MAO), que se encuentra unida a la membrana externa de la mitocondria. Otra enzima de
degradacion, la catecol orto metil transferasa (COMT), se ha encontrado mayoritariamente en
tejidos no neuronales, tales como el musculo liso, las células endoteliales o la glia (Siegel et
al., 2006).

2.10. RECEPTORES ADRENERGICOS

Existen nueve distintos receptores a noradrenalina, agrupados en tres familias: al, a2 y B,
cada una conteniendo tres subtipos codificados por distintos genes. Todos ellos se encuentran
acoplados a proteinas G: los ol tienen accion en el sistema de la fosfolipasa C, los a2 inhiben

la adenilato ciclasa y los B activan la adenilato ciclasa (Squire et al., 2003). Ver Figura 6.
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Figura 6. Vias de sefializacién principales de los receptores adrenérgicos. PIP,, fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato; PLC, fosfolipasa C; DAG, diacilglicerol; InsPs, inositol trifosfato; PKC, protein cinasa C;
AC, adenilato ciclasa; cCAMP, AMP ciclico; PKA, protein cinasa A. (Modificado de Siegel et al.,
2006).



Se han realizado diferentes estudios para conocer la distribucién de los subtipos en el

sistema nervioso; algunos de ellos han utilizado la técnica de hibridacion in situ para detectar

el RNA (acido ribonucleico) mensajero (MRNA) en el cerebro de la rata. Los resultados

obtenidos muestran lo siguiente:

K2
o

K2
o

Los receptores alfal-A se encuentran principalmente en regiones del sistema olfativo,
algunos nucleos hipotalamicos y en ciertas regiones del tallo cerebral y de la médula
espinal, particularmente en areas relacionadas con la funcion motora. Niveles moderados
se hallan en el septum, la corteza cerebral, la amigdala, el cerebelo y la gldndula pineal.
Los receptores alfal-B estan en altos niveles en la glandula pineal, la mayoria de los
nucleos del talamo, la amigdala lateral y los nacleos del rafé medial. Los alfal-D se
encuentran mayoritariamente expresados en el bulbo olfatorio, la corteza cerebral, el
hipocampo, el nucleo reticular talamico, algunas regiones de la amigdala, los nucleos
motores del tallo cerebral, el complejo de la oliva inferior y la médula espinal (Day,
Campeau, Watson y Akil, 1997).

Los receptores alfa2-A se encuentran principalmente en la capa VI de la corteza cerebral,
el nucleo paraventricular hipotalamico, el nucleo reticular taldmico, los ndcleos pontinos,
el locus coeruleus, los nucleos vestibulares, los nacleos profundos del cerebelo y el nacleo
del tracto solitario. Los alfa2-B se expresan en el talamo y los alfa2-C se observan
basicamente en el bulbo olfatorio, la corteza cerebral, los islotes de Calleja, el estriado, la
formacion hipocampal, la corteza cerebelar y los ganglios de la raiz dorsal (Nicholas,
Pieribone y Hokfelt, 1993a).

Cabe sefialar que, dentro de las funciones que tienen estos receptores alfa2, una de las mas
caracteristicas es que se encuentran como auto-receptores, regulando la liberacion de

noradrenalina en la propia terminal presinéptica (Squire et al., 2003).

Los receptores beta-1 se hallan en el nucleo olfatorio anterior, la corteza cerebral, el nicleo
reticular talamico, el complejo oculomotor, los nucleos vestibulares, los nucleos profundos
del cerebelo, la formacion reticular y la glandula pineal. De los beta-2, se encontrd una

mayor expresion en el bulbo olfatorio, la corteza piriforme, la formacién hipocampal, la



corteza cerebelar y los nucleos intralaminares del tdlamo (Nicholas, Pieribone y Hokfelt,
1993b). El subtipo beta-3 no se localiza en el cerebro; se le ha encontrado en el tejido

adiposo y esta involucrado en la lipdlisis (Stanford, 2001).

Los receptores tipo beta habian sido objeto principal en las investigaciones realizadas para
evaluar la participacion del sistema noradrenérgico en la formacion de memorias aversivas,
como el condicionamiento de aversion al sabor y la evitacion inhibitoria; sin embargo, se
demostrd posteriormente que los receptores tipo alfa, particularmente alfa-1, también
intervienen en estos procesos, y que una de sus acciones es modular la actividad de los
receptores beta (Ferry, Roozendaal y McGaugh, 1999). Las investigaciones realizadas en
memoria de tipo incidental (reportadas hasta la fecha) también se basan en las acciones del
receptor beta (Miranda et al., 2003; 2008).

En el presente estudio, indudablemente seria interesante trabajar con ambos tipos de
receptores; no obstante, por cuestiones de tiempo, se enfoco la atencion en la participacion de

los beta.

En péarrafos anteriores se menciond que existen receptores beta-1 y beta-2 en la corteza
cerebral, pero resulta importante conocer si, particularmente en la corteza insular -region de
nuestro interés-, se encuentran estos tipos de receptores. La Figura 7 corresponde a un estudio
realizado con radio-ligandos para determinar la densidad de estos receptores en varias regiones
cerebrales (Tohyama y Takatsuji, 1998), éste revela que existe una alta a moderada cantidad
de receptores del tipo beta-1 en la corteza insular y una menor cantidad de los receptores
beta-2.



Bl B2

°
L

Figura 7. lzquierda: Se muestran, para comparacion, esquemas de cortes coronales de cerebro de rata
en los que se ha sombreado la regidn correspondiente a la corteza insular (modificado del atlas de
Paxinos y Watson, 1998). Derecha: Estudio de “binding” con radio-ligandos para los receptores
adrenérgicos beta-1 y beta-2. La densidad de los receptores esta clasificada en tres categorias: alta,
representada en color rosa; moderada, en color gris; y baja, en color azul (Tohyama y Takatsuji, 1998).

Tanto la noradrenalina como la adrenalina pueden actuar en los receptores adrenérgicos.
La noradrenalina tiene mayor potencia de estimulacion que la adrenalina para los receptores
beta-1; lo contrario sucede para los receptores beta-2. Sin embargo, la concentracion de
adrenalina en la corteza cerebral es baja, encontrandose sobre todo innervaciones en el
hipotalamo, la sustancia gris periacueductal, la regién periventricular del cuarto ventriculo, el
nucleo motor dorsal del vago, el locus coeruleus y las columnas intermediolaterales de la

médula espinal (Cooper, Bloom y Roth, 2003).

La exposicion prolongada de los receptores beta a agonistas endégenos o exdgenos
provoca normalmente una disminucion en la sensibilidad de estos receptores
(desensibilizacion). La desensibilizacion puede ser causada por un desacoplamiento del

receptor con la adenilato ciclasa o por una disminucion en el nimero de receptores (regulacion



a la baja). Por el contrario, si se priva a los receptores beta de catecolaminas (por denervacién
guimica o quirdrgica), esto provoca un incremento en su sensibilidad (Cooper et al., 2003).

Entre los agonistas y antagonistas noradrenergicos, son pocos los que se unen de manera
especifica a uno u otro subtipo de receptor. Uno de ellos, el propranolol (ver Figura 8), es un
antagonista competitivo de los receptores beta muy potente; es no selectivo porque bloguea
tanto los receptores B-1 como los -2, teniendo igual afinidad por ambos subtipos. Estudios en
seres humanos, indican que después de su administracion oral, el tiempo de vida media en el

plasma es alrededor de tres a cinco horas (Goodman A, Goodman L, Rall y Murad, 1989).
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Figura 8. Estructura del antagonista beta-adrenérgico, propranolol.

2.11. FUNCIONES DE LA NORADRENALINA CEREBRAL

Se ha sugerido que el efecto global de las interacciones entre la noradrenalina y sus
receptores sea el aumento en la excitabilidad de las células blanco. Lo cual puede ser una

contribucion importante para el estado de alerta y la atencion selectiva (Stanford, 2001).

Varios estudios electrofisiolégicos han mostrado que la actividad de las neuronas del locus
coeruleus se incrementa por estimulos sensoriales que van desde aquellos que causan una
incomodidad fisica (un choque eléctrico) o claves interoceptivas (hipoglicemia) hasta ciertos
estimulos ambientales que causaban alerta (por ejemplo, el acercamiento del experimentador).

En base a esta evidencia, se ha sugerido que las neuronas noradrenérgicas centrales pueden



formar parte de un “sistema de alarma”. Las caracteristicas precisas de los estimulos que
provocan un aumento en la transmision noradrenérgica no estan del todo claras, pero
experimentos recientes sugieren que no es la “novedad” ni la *“aversion” por si solas las
responsables; sino que podria ser la “saliencia” del estimulo (parece ser que no existe este
término en espafiol, pero se refiere a qué tan significativo es, a la trascendencia o relevancia
para el individuo), o un cambio en la saliencia.

Otro concepto se refiere a que la transmision noradrenérgica podria influenciar el impacto

emocional de un estimulo determinado (Stanford, 2001).



3. JUSTIFICACION

De acuerdo a los antecedentes previos, se sabe que la corteza insular es un area que puede
ser clave en diversos procesos de aprendizaje y memoria en cuanto a que en ella converge
informacion de todas las vias somatosensoriales y conexiones con el sistema limbico y con
otras partes de la corteza cerebral. Se ha descubierto que la corteza insular participa de manera
importante en la formacion de ciertas memorias aversivas o emocionales; sin embargo, el

papel que tiene en memorias de caracter incidental / no aversivo ha sido poco estudiado.

De igual modo, mucho se ha descrito acerca de la importancia que tiene el sistema
noradrenérgico en modular la formacion de memorias con algin contenido emotivo, pero su

estudio en relacidon a la memoria de hechos no relevantes es escaso.

Es por esto que en el presente trabajo se investigo si la actividad del sistema noradrenérgico, a
través de sus receptores beta en la corteza insular, es necesaria para la formacion de una

memoria no aversiva / incidental de contexto en la rata.



4. HIPOTESIS

La administracion de propranolol, un antagonista de los receptores beta-adrenérgicos,
en la corteza insular impedira la formacion de la memoria incidental de contexto,

interfiriendo asi con la inhibicion latente de la evitacion inhibitoria.

5. OBJETIVOS

5.1. GENERAL

Investigar la participacion del sistema noradrenérgico en la corteza insular durante la
formacion de la memoria incidental de contexto y la inhibicion latente de la evitacion

inhibitoria.

5.2. ESPECIFICOS

Determinar el efecto de la administracion bilateral del antagonista beta-adrenérgico,
propranolol, en la corteza insular sobre:
a) La adquisicion / consolidacion de la memoria incidental de contexto.

b) La inhibicién latente de la evitacion inhibitoria.



6. SUJETOS, MATERIAL Y METODOS
6.1. SUJETOS EXPERIMENTALES

Se utilizaron ratas macho' de la cepa Sprague-Dawley, de 250 — 280 g de peso (3 meses de
edad, aprox.) al llegar al bioterio del laboratorio; fueron proporcionadas por el bioterio del
Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autdbnoma de México (UNAM).

Las ratas se mantuvieron durante los siete dias de cuarentena, asi como a lo largo de los
experimentos, en cajas de plastico individuales® (45 x 25 x 20 cm) con agua y alimento ad
libitum bajo un ciclo de luz-oscuridad invertido: doce horas de luz (8:30 p.m a 8:30 a.m) y
doce de oscuridad (8:30 a.m a 8:30 p.m); en un cuarto con temperatura reguladaa23 £2 °Cy
humedad relativa del 60 £ 5 %. La manipulacion de los animales y los experimentos se
realizaron durante la fase de actividad de los animales en un horario de 11:00 a.m. a 3:00 p.m.

Todos los procedimientos siguieron las normas establecidas por el Comité de Etica y
Cuidado Animal del Instituto de Neurobiologia de la UNAM. Asi también, estan acordes con
la normatividad internacional para el manejo y uso de animales de experimentacion (National

Institutes of Health, www.nih.gov).

' Se eligi6 trabajar con ratas macho por facilidad metodologica, debido a que, de haber utilizado hembras, hubiera
sido necesario verificar que todas estuvieran en la misma etapa del ciclo estral y que tuvieran la misma cantidad
de hormonas gonadales circulantes, puesto que éstas podrian tener influencias en el aprendizaje y la memoria y
en la percepcion de los estimulos nociceptivos (Kandel et al., 2001; Knuth, Sikand y Casanueva, 1983;
Zurkovsky, Brown, Boyd, Fell y Korol, 2007). Indudablemente, seria interesante posteriormente realizar el
mismo protocolo en hembras para verificar las diferencias.

* Es sabido que la condicién de aislamiento social en roedores, atun después del destete, puede modificar en cierto
grado el estado motivacional (Van den Berg et al., 1999) y la liberacion de neurotransmisores, particularmente
dopamina, en respuesta al estrés de los animales (Cabib, Ventura y Puglisi-Allegra, 2002). Sin embargo, gran
parte de los estudios que preceden y que dan pauta a la presente investigacion, han utilizado viviendas
individuales (Miranda y Bermudez-Rattoni, 2007; Miranda et al., 2003; Miranda et al., 2008). Es por esto que,
para no introducir una fuente mas de variabilidad, se decidi6 utilizar esta misma condicidon. Sin embargo, seria
también de mucho interés en un futuro, replicar el experimento utilizando condiciones de ambiente social
enriquecido.



6.2. CIRUGIA

= Se dejé que las ratas tuvieran una semana de adaptacion al bioterio del laboratorio
(“cuarentena”) antes de ser sometidas a cirugia.

= La anestesia consistié en una mezcla de 6 mg/kg de xilacina (Cheminova, México) y 70
mg/kg de ketamina base (Cheminova, México), inyectada por via intraperitoneal (i.p.).

= Mediante la técnica de cirugia estereotaxica se hizo el implante bilateral de canulas de
acero inoxidable de 12 mm dirigidas a la corteza insular, teniendo como referencia las
siguientes coordenadas a partir de Bregma: anteroposterior +1.2 mm, mediolateral +/- 5.5
mm y dorsoventral —3.0 mm, en base al atlas de Paxinos y Watson (1998). Cabe senalar
que la canula no queda situada en la corteza insular, sino 3 mm arriba; esta distancia es
suficiente para guiar el recorrido de los inyectores al hacer las infusiones, y permite
mantener el drea de interés intacta hasta ese momento.

= Después de la cirugia, se dejo que las ratas se recuperaran durante una semana antes de
iniciar los experimentos. En esta semana, los animales fueron diariamente manipulados por
el experimentador para minimizar el efecto del estrés en los dias de entrenamiento. Las
sesiones de manipulacion fueron de aproximadamente cinco minutos por rata, se llevaron a
cabo en el cuarto de experimentacion y consistieron en sostener en el regazo a los animales
con una toalla, dejar que olfatearan al experimentador, detenerles la cabeza y simular los

movimientos que se realizan en la infusion.

6.3. DESCRIPCION DEL CUARTO DE EXPERIMENTACION

Es un cuarto de aproximadamente 1.5 x 2.0 m que se mantiene en oscuridad durante el
experimento salvo por la luz blanca proveniente de una lampara de 20 W/12 V que ilumina el
lado claro de la camara de evitacion inhibitoria (ver siguiente seccidon). La temperatura es

regulada a 23 £ 2 °C.



6.4. DESCRIPCION DEL EQUIPO DE EVITACION INHIBITORIA

Es una camara de 90 cm de largo, 12 cm de profundidad, 18 cm de ancho en la parte
superior y 7 cm de ancho en la parte inferior. A todo lo largo de la parte central del piso hay
una hendidura de 0.8 cm de ancho. Tiene dos compartimentos separados por una compuerta
corrediza y estan cubiertos por una tapa de acrilico traslicido de color negro (ver Figura 9).

El compartimento denominado “lado claro” tiene 30 cm de longitud, paredes y piso de plastico
color blanco y se encuentra iluminado por una lampara exterior de 20W/12V.

El otro compartimento, denominado “lado oscuro” tiene 60 cm de longitud, paredes y piso de
acero inoxidable, no recibe iluminacidon y es a éste al que se le puede transmitir corriente
eléctrica cuando se desea dar un choque eléctrico al animal.

El equipo que proporciona la corriente eléctrica (“Constant current shocker”) es marca
Lafayette Instrument Co., modelo 58006.

El equipo que mide y establece la duracion del choque eléctrico (“Repeat cycle timer”) es

también marca Lafayette Instrument Co., modelo 51013.

[ I

Figura 9. Equipo de evitacion inhibitoria: a) vista lateral, b) vista superior.



6.5. PROCEDIMIENTO
Una vez transcurrida la semana de recuperacion de la cirugia, cada animal se someti6 al
siguiente protocolo, el cual se muestra primero en un esquema general (Figura 10) seguido por

los detalles de cada paso.

Todo el procedimiento se realiz6 en el horario de 11:00 a.m. a 3:00 p.m.

GRUPO
PRE-EXPUESTO
Pre-exposicion

al lado oscuro

Habituacion Habituacion 4 24k Entrenamle.n’to 43h| Prueba de
al cuarto Z» alladoclaro " --m-memmmemmmmemeeee- —» delaevitacion —p retencion
4’ 4’7, 2 dias GRUPO CONTROL inhibitoria
Lado claro
4
o bien
15 antes Inmediatamente
infusion: después
Vehiculo / Propranolol infusion:

Vehiculo / Propranolol

Figura 10. Protocolo de la inhibicion latente de la evitacion inhibitoria utilizado.

En todos los pasos que tienen lugar en la camara de evitacidon inhibitoria se realiza un
proceso de limpieza antes de introducir a cada uno de los animales al cuarto de
experimentacion. Este proceso consiste en remover las excretas que se encuentran dentro o
debajo de la cdmara, limpiar con papel higiénico humedecido en alcohol etilico al 70 % y

secar cuidadosamente con otro trozo de papel higiénico.



6.5.1. HABITUACION AL CUARTO DE EVITACION INHIBITORIA

Se realizo en todas las ratas.

Los animales fueron manipulados en el cuarto de experimentacion durante cuatro minutos
cada uno. Esta manipulacion consistié en sacarlos de su caja y, mantenidos en las manos del
experimentador, se les permitié que reconocieran el cuarto en general y la mesa de trabajo en
la que esta la cdmara de evitacion inhibitoria.

Un dia después se realiz6 el siguiente paso.

6.5.2. HABITUACION AL LADO CLARO DE LA CAMARA DE EVITACION
INHIBITORIA

Se realizo en todas las ratas.

Se coloco la rata en el lado claro de la cdmara de evitacion inhibitoria con la compuerta
cerrada y se mantuvo ahi durante cuatro minutos. Al finalizar este tiempo, se le regreso a su
caja.

Veinticuatro horas después se repitid este mismo paso.

6.5.3. PRE-EXPOSICION AL LADO OSCURO DE LA CAMARA DE EVITACION
INHIBITORIA
Se realiz6 un dia después de la segunda habituacién al lado claro y es aqui donde se dividieron

los animales en grupos:

Grupo no pre-expuesto

Estos animales fueron mantenidos en el lado claro de la camara durante cuatro minutos, del
mismo modo en que se hizo en el paso anterior (asi, este grupo tuvo en total tres sesiones en el

lado claro).



Grupo pre-expuesto

Estos animales tuvieron, en este paso, acceso por primera vez al lado oscuro.

- Se coloc¢ la rata en el lado claro de la cdmara con la cara en direccion hacia la compuerta,
que se mantenia cerrada.

- Una vez que el animal se dio la vuelta, se abri¢ la compuerta y se accion6 un cronémetro,
con el cual se midio el tiempo que tard6 el animal en pasar del lado claro al lado oscuro
con sus cuatro patas. Se registro este tiempo en la biticora y se le denominé Latencia de
entrada de la pre-exposicion.

- Una vez que pas6 la rata al lado oscuro, se cerrd la compuerta y se dejo que el animal
permaneciera ahi durante cuatro minutos.

- Después de este tiempo, se saco a la rata de la camara y se regreso a su caja.

Para evaluar la participacion de los receptores [-adrenérgicos de la corteza insular en la
formacion de la memoria incidental de contexto (lado oscuro), se realizaron inyecciones de
propranolol en dos momentos diferentes: quince minutos antes de colocar a la rata en la caja
(para observar el efecto en la adquisicion / consolidacién) o bien, inmediatamente después de
la pre-exposicion (para determinar el efecto solo en la consolidacion). Cada grupo inyectado
con propranolol tuvo su respectivo grupo control inyectado con solucion salina; y a su vez,
cada uno de ellos, se dividid en subgrupos de animales pre-expuestos y no pre-expuestos. De

este modo, el total de grupos participantes en el experimento se muestra en la Tabla 2.



Tabla 2. Descripcion de los grupos utilizados en el protocolo experimental

Etapa de la memoria que se desea analizar Infusion Pre-exposicion al lado
oscuro
GRUPOS
Adgquisicion/Consolidacion Propranolol | Pre-expuesto
(Infusiones 15 antes de la pre-exposicion) No pre-expuesto
Solucién Pre-expuesto
salina No pre-expuesto
Consolidacion Propranolol | Pre-expuesto
(Infusiones inmediatamente después de la pre- No pre-expuesto
exposicion)
Soluciéon Pre-expuesto
salina No pre-expuesto
Infusiones:

- Se utilizaron inyectores (agujas dentales) del numero 30 y se conectaron por uno de sus

lados con una jeringa Hamilton de 10 pl por medio de un tubo delgado de polietileno. Se

cargo la jeringa con la solucion a infundir:

* Solucidn salina isotonica estéril (NaCl 0.9 %, PiISA México), o bien

s Propranolol, 1pg por lado (concentracion final 6.76 mM).

1 pg de (+/-)-clorhidrato de propranolol (Sigma, México) disuelto en 0.5 pl de

solucion salina isotdnica estéril. La dosis fue elegida con base a la revision de estudios

previos (Miranda y McGaugh, 2004; Miranda et al., 2003).




Las jeringas Hamilton de ambos inyectores se colocaron en una bomba de inyeccion
automatica (Stoelting Co., Illinois USA), la cual fue programada para expeler 0.5 ul en
cada lado a una razén de 0.5ul / minuto.

Se colocaron los inyectores en las canulas de modo tal que sobresalieran 3 mm mas alla de
la punta de la canula para alcanzar la corteza insular. Se dio inicio a la infusion en la
bomba, la cual tardé un minuto. Al terminar, se dejaron los inyectores en el sitio durante
un minuto mas con el fin de no provocar reflujo del liquido infundido al quitarlos.

Una vez transcurrido el minuto, se retiraron los inyectores y se regres6 al animal a su caja.

6.5.4. ENTRENAMIENTO DE LA EVITACION INHIBITORIA

Se llevo a cabo veinticuatro horas después del paso anterior y se realizé en todos los grupos.

Se coloco la rata en el lado claro de la camara con la cara en direccidon hacia la compuerta,
que se mantenia cerrada.

Una vez que el animal se dio la vuelta, se abrié la compuerta y se accion6 el cronémetro,
con el cual se midio el tiempo que tard6 el animal en pasar del lado claro al lado oscuro
con sus cuatro patas. A este tiempo se le denominé Latencia de entrada del entrenamiento
y también se registro en la bitacora.

Se cerr6 la compuerta y se dejé que el animal explorara hasta el otro extremo del lado
oscuro; una vez de regreso, cuando se encontraba aproximadamente a la mitad del
compartimento oscuro, se le dio un choque eléctrico de 0.29 mA (corriente alterna) de un
segundo de duracion (ver seccidon 6.4 para descripcion del equipo). Se realizo el registro de
la reaccion conductual presentada por el animal, clasificada cualitativamente del siguiente
modo:

Reaccioén 0: la rata prosigue su actividad sin mostrar alteracion alguna.

Reaccion 1: la rata brinca.

Reaccion 2: la rata brinca y corre.

Reaccion 3: la rata brinca, corre y emite vocalizaciones audibles.

Quince segundos después del choque se saco a la rata de la cdmara y se le coloco en su

caja.



6.5.5. PRUEBA DE RETENCION DE LA EVITACION INHIBITORIA
Se realizd de igual manera en todos los grupos, cuarenta y ocho horas después del paso

anterior.

- Se colocd la rata en el lado claro de la camara con la cara en direccion hacia la compuerta,
que se mantenia cerrada.

- Una vez que la rata se dio la vuelta, se abri6 la compuerta y se hicieron dos acciones
simultdneamente: se acciond un reloj contador programado con diez minutos (600
segundos) y también se accion6 un crondmetro, con el que se midio ahora la Latencia de
entrada de la prueba, que es el tiempo que tardo la rata en pasar con sus cuatro patas del
lado claro al lado oscuro.

- Esta vez se dejo la compuerta abierta y se midio también el tiempo de Estancia total en el
lado claro, para lo cual, se activd de manera continua el crondmetro cada vez que la rata se
encontraba en el lado claro durante los diez minutos programados en el inicio.

Se contabilizd también el numero de veces que atravesaba el animal del lado claro al
0Scuro.

- La prueba se daba por terminada a los diez minutos. Después de ello, se sacé a la rata de la
camara y se colocd en su caja.

Para el andlisis estadistico de la conducta, se utilizo el parametro que mostré de manera mas

clara las diferencias entre grupos; este fue la latencia de entrada de la prueba.

6.6. PERFUSION

Una vez finalizado el experimento, los animales fueron inyectados intraperitonealmente
con una sobredosis de 115 mg/kg aprox. de pentobarbital sddico (Cheminova, México) y
fueron perfundidos intracardialmente con solucidn salina isotonica. Se extrajeron los cerebros
y se conservaron en una solucion de formaldehido (Sigma, México) al 10 % durante tres a
cuatro dias. Posteriormente se cambiaron a una solucion de sacarosa (JT Baker, México) al

30%, en la que se mantuvieron durante un minimo de cuatro dias hasta el momento del corte.



6.7. HISTOLOGIA

Se realizaron cortes coronales de 50 um de grosor en un microtomo a -30 °C. Los cortes
fueron colocados en portaobjetos gelatinizados para su posterior tincion con violeta de cresilo
(Apéndice 1). Una vez tefildos se examinaron en un microscopio Optico para determinar el
lugar en que los inyectores fueron colocados. So6lo los sujetos cuyos lugares de inyeccion
estuvieron localizados correctamente (bilateralmente en la corteza insular) y que no

presentaron necrosis tisular fueron tomados en cuenta para el andlisis estadistico.

6.8. ANALISIS ESTADISTICO

Dado que los resultados de la prueba de retencion fueron obtenidos bajo un tiempo de
corte de 600 segundos, las latencias de entrada de las ratas que no cruzaron hacia el lado
oscuro en este tiempo fueron computadas como 600. Sin embargo, este tiempo no es real (el
real sélo lo hubiéramos podido obtener teniendo un tiempo indefinidamente abierto —sin punto
de corte-). Por esta razén, resulta mds conveniente realizar pruebas estadisticas no
paramétricas como la de Kruskal-Wallis para el analisis de varianza y la U de Mann-Whitney,
para comparacion entre pares de grupos, en las que no se hace uso de los valores reales sino
que se les reemplaza con rangos o jerarquias (Howell, 2004). Se utiliz6 esta misma estadistica
para el analisis de las latencias de entrada de la pre-exposicion y del entrenamiento de la

evitacion inhibitoria.

Las diferencias estadisticas fueron consideradas significativas cuando los valores de

probabilidad fueron iguales o menores al 0.05.

Los resultados se encuentran representados mediante graficos de barras de la media +/-
error estandar; éstos fueron utilizados inclusive para los obtenidos el dia de la prueba de
retencion (a pesar de lo mencionado en los parrafos anteriores), debido a que permiten tener

una concepcidn sencilla y clara de la dispersion de los datos.



7. RESULTADOS

La Figura 11 muestra la localizacion tipica de los inyectores en la corteza insular de los
animales tomados en cuenta para el analisis estadistico.

Figura 11. Izquierda, corte coronal que muestra la localizacion tipica de los inyectores en la corteza
insular. Derecha, diagrama modificado del atlas de Paxinos y Watson (1998) en el que aparece
sombreada el area de la corteza insular.

Algunas fotografias de cortes histolégicos que ameritaron la exclusion de los datos se

muestran en la Figura 12.

Figura 12. Ejemplos de cortes histol6gicos que fueron rechazados debido a que presentan: Izquierda,
necrosis unilateral en region insular; Derecha, inyectores situados en el cuerpo calloso.



Ademas de la necrosis y de la ubicacion de los inyectores fuera de la corteza insular, los
criterios de exclusion incluyeron a los animales cuya reaccion conductual ante el choque
eléctrico fue cero (existe la posibilidad de que no lo hayan recibido, si es que no estaban
apoyando las patas a ambos lados de la ranura, para cerrar el circuito eléctrico) y aquellos
cuyas latencias de entrada en el dia de la pre-exposicion o del entrenamiento fue mayor de 200
segundos.

7.1. BLOQUEO DE LOS RECEPTORES BETA-ADRENERGICOS ANTES DE LA
PRE-EXPOSICION AL CONTEXTO
Efecto sobre la adquisicion/consolidacién de la memoria incidental de contexto y la

inhibicidn latente de la evitacion inhibitoria (Figura 13).

GRUPO
PRE-EXPUESTO
Pre-exposicion

al lado oscuro

Habituacion Habituacion Entrenamiento Prueba
alcuarto — alladoclaro —» GRUPO — delaEl — de_,
CONTROL retencion
Lado claro

|

infusion
15 antes

Figura 13. Esquema que muestra la etapa en la que se realizaron las infusiones para observar los
efectos en la adquisicion / consolidacion.

El numero total de ratas a las que se realiz6 cirugia y experimento de conducta para esta
parte del protocolo fue de 93, de las cuales 41 (44%) fueron excluidas mayoritariamente por



no encontrarse la canula en el sitio, presentar necrosis, mostrar reaccion conductual cero o
tener una infusion incompleta.
Las 52 ratas cuya verificacion histologica fue adecuada y que fueron tomadas en cuenta

para el anlisis estadistico se encuentran distribuidas de la siguiente manera:

GRUPO n

Salina no pre-expuesto 11
Salina pre-expuesto 14
Propranolol no pre-expuesto 12
Propranolol pre-expuesto 15

7.1.1. Latencias de entrada en el dia de la pre-exposicion.

En la Figura 14 se muestran las latencias de entrada en el dia de la pre-exposicion de los
grupos infundidos con solucion salina y los de propranolol. El anélisis de los datos con la
prueba U de Mann-Whitney muestra que no existe diferencia significativa entre los grupos
(p>0.05).
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Figura 14. Grafico de barras (media +/- error estdndar) de las latencias de entrada en el dia de la pre-
exposicion, de los animales que recibieron solucion salina o propranolol antes de ser pre-expuestos.



7.1.2. Latencias de entrada en el dia del entrenamiento de evitacién inhibitoria.

En la Figura 15 se muestran las latencias de entrada en el dia del entrenamiento de la
evitacion inhibitoria. Una prueba de Kruskal-Wallis para el analisis de varianza indica que
existe diferencia significativa entre los grupos (H[3]=19.239, p<0.001). Una prueba post
hoc U de Mann-Whitney revela que:

- Existe diferencia significativa entre los grupos No pre-expuesto y Pre-expuesto infundidos
con solucién salina (U=11, *p<0.001).

- Existe diferencia significativa entre los grupos No pre-expuesto y Pre-expuesto infundidos
con propranolol (U=43, &p<0.05).

- No existe diferencia significativa entre los grupos No pre-expuestos de ambos

tratamientos.

No existe diferencia significativa entre los grupos Pre-expuestos de ambos tratamientos.
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Figura 15. Gréafico de barras (media +/- error estdndar) de las latencias de entrada en el dia del
entrenamiento de evitacion inhibitoria. Se muestran los grupos tratados con solucién salina y
propranolol antes de la pre-exposicion. *p<0.001 entre los grupos No pre-expuesto y Pre-expuesto
infundidos con solucion salina, &p<0.05 entre los grupos No pre-expuesto y Pre-expuesto infundidos
con propranolol.



7.1.3. Intensidad de la reaccion conductual.

En la Figura 16 se muestran las intensidades de reaccion conductual en el dia del
entrenamiento de la evitacion inhibitoria. Una prueba de Kruskal-Wallis para el analisis de

varianza indica que no existe diferencia significativa entre los grupos (H[3] = 5.245; p>0.05).

INTENSIDAD DE LA REACCION CONDUCTUAL
INFUSIONES ANTES DE LA PRE-EXPOSICION
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Figura 16. Gréfico de barras (media +/- error estandar) de las intensidades de reaccion conductual en
el dia del entrenamiento de la evitacidn inhibitoria. Se muestran los grupos que recibieron solucién
salina y propranolol antes de la pre-exposicion.

7.1.4. Latencias de entrada en el dia de la prueba de retencion.

En la Figura 17 se muestran las latencias de entrada en el dia de la prueba de retencién.
Una prueba de Kruskal-Wallis para el analisis de varianza muestra que existe diferencia
significativa entre los grupos (H[3]=15.203, p<0.01). Una prueba post hoc U de Mann-
Whitney revela que:

- Existe diferencia significativa entre los grupos No pre-expuesto y Pre-expuesto infundidos

con solucién salina (U=17, *p=0.001).



- No existe diferencia significativa entre los grupos No pre-expuesto y Pre-expuesto
infundidos con propranolol.

- No existen diferencias significativas entre los grupos No pre-expuestos.

- Existe diferencia significativa entre los grupos Salina pre-expuesto y Propranolol pre-
expuesto (U=34.5, **p<0.01).
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Figura 17. Grafico de barras (media +/- error estandar) de las latencias de entrada en el dia de la
prueba de retencion. Se muestran los grupos tratados con solucion salina y propranolol antes de la pre-
exposicion. *p=0.001 entre los grupos No pre-expuesto y Pre-expuesto infundidos con solucién salina,
**p<0.01 entre ambos grupos pre-expuestos.



7.2. BLOQUEO DE LOS RECEPTORES BETA-ADRENERGICOS
INMEDIATAMENTE DESPUES DE LA PRE-EXPOSICION AL CONTEXTO
Efecto sobre la consolidacion de la memoria incidental de contexto y la inhibicion latente

de la evitacion inhibitoria (Figura 18).

GRUPO
PRE-EXPUESTO
Pre-exposicion

al lado oscuro

Habituacion Habitvacion Entrenamiento Prueba
alcuarto — alladoclaro — GRUPO — delaEl —> de_’
CONTROL retencion
Lado claro

infusion
inmediatamente
después

Figura 18. Esquema que muestra la etapa en que se realizaron las infusiones para observar los efectos
s6lo en la consolidacion.

El numero total de ratas a las que se realiz6 cirugia y experimento de conducta para esta
parte del protocolo fue de 139, de las cuales 61 (44 %) fueron excluidas mayoritariamente por

no encontrarse la canula en el sitio, necrosis o tener una infusion incompleta.

Las 78 ratas cuya histologia fue adecuada y que fueron tomadas en cuenta para el analisis

estadistico se encuentran distribuidas de la siguiente manera:



GRUPO n

No pre-expuesto - salina 21
Pre-expuesto - salina 21
No pre-expuesto — propranolol 17
Pre-expuesto - propranolol 19

7.2.1. Latencias de entrada en el dia de la pre-exposicion.

En la Figura 19 se muestran las latencias de entrada en el dia de la pre-exposicion. El
analisis de los datos con la prueba U de Mann-Whitney muestra que no existe diferencia

significativa entre los grupos (U= 188.5, p>0.05).
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Figura 19. Grafico de barras (media +/- error estdndar) de las latencias de entrada en el dia de la pre-
exposicion, de los animales que recibieron solucion salina o propranolol inmediatamente después de
haber sido pre-expuestos.



7.2.2. Latencias de entrada en el dia del entrenamiento de evitacion inhibitoria.

En la Figura 20 se muestran las latencias de entrada en el dia del entrenamiento de la
evitacion inhibitoria. Una prueba de Kruskal-Wallis para el analisis de varianza indica que
existe diferencia significativa entre los grupos (H[3] = 36.111; p<0.0001). Una prueba
post hoc U de Mann-Whitney revela que:

- Existe diferencia significativa entre los grupos No pre-expuesto y Pre-expuesto infundidos
con solucién salina (U=54, *p<0.0001).

- Existe diferencia significativa entre los grupos No pre-expuesto y Pre-expuesto infundidos
con propranolol (U= 28.5, *p<0.0001).

- No existe diferencia significativa entre los grupos No pre-expuestos de ambos

tratamientos.

No existe diferencia significativa entre los grupos Pre-expuestos de ambos tratamientos.
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Figura 20. Gréafico de barras (media +/- error estdndar) de las latencias de entrada en el dia del
entrenamiento de la evitacion inhibitoria. Se muestran los grupos que recibieron solucion salina y
propranolol inmediatamente después de la pre-exposicion. *p<0.0001 entre los grupos No pre-expuesto
y Pre-expuesto infundidos con solucion salina y entre los grupos No pre-expuesto y Pre-expuesto
infundidos con propranolol.



7.2.3. Intensidad de la reaccion conductual.

En la Figura 21 se muestran las intensidades de reaccién conductual que presentaron los
animales en el dia del entrenamiento de la evitacion inhibitoria. Una prueba de Kruskal-Wallis
para el analisis de varianza indica que no existe diferencia significativa entre los grupos (H[3]

=0.126; p>0.05).

INTENSIDAD DE LA REACCION CONDUCTUAL
INFUSIONES DESPUES DE LA PRE-EXPOSICION

3
S 1 I
(&
&
© 27
i
(5]
©
-c -
g 1
[72]
c
I
IS
0
No prex Prex No prex Prex
Salina Propranolol

Figura 21. Gréfico de barras (media +/- error estandar) de las intensidades de reaccién conductual en
el dia del entrenamiento de la evitacidn inhibitoria. Se muestran los grupos que recibieron solucién
salina y propranolol inmediatamente después de la pre-exposicion.

7.2.4. Latencias de entrada en el dia de la prueba de retencion.

En la Figura 22 se muestran las latencias de entrada en el dia de la prueba de retencion.
Una prueba de Kruskal-Wallis para el analisis de varianza indica que existe diferencia
significativa entre los grupos (H[3]=8.986, p<0.05). Una prueba post hoc U de Mann-

Whitney muestra que:



- Existe diferencia significativa entre los grupos No pre-expuesto y Pre-expuesto infundidos
con solucién salina (U=135.5, *p<0.05).

- No existe diferencia significativa entre los grupos No pre-expuesto y Pre-expuesto
infundidos con propranolol.

- No existen diferencias significativas entre los grupos No pre-expuestos.

- Existe diferencia significativa entre los grupos Salina pre-expuesto y Propranolol pre-
expuesto (U=125.5, *p<0.05).
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Figura 22. Gréfico de barras (media +/- error estandar) de las latencias de entrada en el dia de la
prueba de retencién. Se muestran los grupos que recibieron solucion salina y propranolol
inmediatamente después de la pre-exposiciéon. *p<0.05 entre los grupos No pre-expuesto y Pre-
expuesto infundidos con solucion salina y entre los grupos Pre-expuesto-salina y Pre-expuesto-
propranolol.



8. DISCUSION

Para determinar la participacion de la noradrenalina a través de sus receptores beta en la
corteza insular durante la formacion de la memoria incidental de contexto, se llevo a cabo el
trabajo experimental en dos partes: una de ellas, realizando las infusiones del antagonista beta-
adrenérgico, propranolol, antes de la pre-exposicién al contexto (compartimento oscuro) para
observar el efecto del farmaco tanto en la etapa de adquisicion como en la consolidacion,
tomando en cuenta que el propranolol tiene una vida media de alrededor de cuatro horas
(Goodman et al., 1989). La segunda parte experimental, en la cual se realizaron las infusiones
de propranolol inmediatamente después de la pre-exposicion al contexto permitiria disecar el
efecto de éste unicamente en la consolidacion de la memoria incidental. De este modo, al
hacer la comparacion diferencial entre los resultados, podrian realizarse conjeturas acerca de
qué efectos son especificos de la adquisicion y cudles lo son de la consolidacion; sin embargo,
los resultados obtenidos en ambos experimentos son muy similares. ¢Qué significa eso? ;Qué
le toca entonces a la adquisicion y qué a la consolidacion?

Las infusiones posteriores a la pre-exposicion muestran un efecto claro y puro sobre la
consolidacion (se impide la inhibicion latente).

Pero los resultados observados en el primer experimento (infusiones previas a la pre-
exposicion) pueden indicar una de dos cosas:

a) existe un efecto en la adquisicion y éste es identico al obtenido en la consolidacion

(siendo el resultado final el mismo) o bien,

b) no existe efecto alguno en la adquisicion y lo que se observa es producto de los efectos

del farmaco en la consolidacion.

Se sugieren estudios posteriores en los que se haga uso de pruebas de memoria a corto

plazo, que permitan dilucidar los efectos en la adquisicion.

A continuacion se discutiran punto por punto los resultados obtenidos.



El dia de la pre-exposicion al compartimento oscuro

Los grupos que recibieron propranolol antes de la pre-exposicion no difieren en sus
latencias de entrada al compartimento oscuro con respecto al grupo control; este resultado
indica que el propranolol en la corteza insular no tuvo efecto por si solo sobre la tendencia
natural de las ratas a preferir los lugares oscuros ni en la locomocién. No podemos pasar por
alto el hecho de no haber observado estos efectos, ya que existen estudios en los que se ha
microinyectado directamente noradrenalina en estructuras como el hipocampo de ratas y se ha
visto un incremento en la conducta exploratoria en pruebas como el campo abierto (Plaznik,
Danysz y Kostowski, 1983), o una cantidad exagerada de actividad en ratas con deplecion
total de la noradrenalina cerebral (lesionadas con la toxina 6-hidroxidopamina; Murrough,
Boss-Williams, Emery, Bonsall y Weiss, 2000). En este sentido, este resultado podria sugerir
que la participacion de los receptores beta-adrenérgicos en la corteza insular en esta tarea no
se relaciona en lo absoluto con aspectos motores o de exploracion.

Por otra parte, las ratas participantes en el segundo experimento (con infusiones después
de la adquisicién), tampoco difieren en sus latencias de entrada de la pre-exposicion, tal como
era de esperarse, porque hasta ese momento no habian recibido tratamiento alguno. Esto
confirma bésicamente que se parte de ratas con las mismas caracteristicas, ratas que no

difieren entre si.

Dependencia de estado

Cuando se le administra a un individuo alguna sustancia antes de la experiencia de
aprendizaje es conveniente realizar controles de “dependencia de estado”. La dependencia de
estado es el fendomeno en el cual la evocacion de la informacion es mejor o resulta posible sélo
si el individuo se encuentra en el mismo estado fisioldgico y/o contexto sensorial que durante
la fase de adquisicion (Shulz, Sosnik, Ego, Haidarliu y Ahissar, 2000). En nuestro caso,
cuando realizamos las infusiones antes de la pre-exposicion, las ratas adquirieron la
informacion bajo el efecto del propranolol; de modo tal que un control de dependencia de

estado deberia hacerse inyectando el farmaco también en el dia del entrenamiento de la



evitacion inhibitoria y en el dia de la prueba de retencion, para que todas las etapas ocurran
bajo la misma condicidn. Se requiere de estudios posteriores para poder probar este efecto.

El dia del entrenamiento de la evitacion inhibitoria

Los animales que por primera vez tienen contacto con un contexto tienden a experimentar
neofobia, esto es, una renuencia a experimentar lo novedoso; esto es bien sabido no solo para
contextos, sino también por ejemplo para sabores novedosos. Conforme el estimulo se va
haciendo més familiar, si éste no va seguido de consecuencias desfavorables, la repulsion va
desapareciendo (Mason, Roberts y Fibiger, 1978). En el modelo que estamos utilizando, las
ratas que por vez primera tienen la oportunidad de conocer el compartimento oscuro, tienen
mayor renuencia a entrar que las ratas que ya han estado en él; es por esto que las latencias de
entrada en el dia de entrenamiento pueden ser utilizadas como un indicativo de la memoria de

contexto formada por las ratas que fueron pre-expuestas el dia anterior.

En los grupos control pre-expuestos, las latencias de entrada durante el entrenamiento son
significativamente menores que las de los no pre-expuestos, indicando que han formado una

memoria del contexto.

Las latencias de entrada de los animales tratados con propranolol (inyectado antes o
después de la pre-exposicion) no difieren con respecto a las de los controles; sugiriendo asi
que la actividad noradrenérgica a través de sus receptores beta en la corteza insular no es
necesaria para la adquisicion ni para la consolidacion de la memoria incidental del contexto
(ver discusion de la prueba de retencién). Estos hallazgos parecieran contradecir la hipotesis
planteada en este trabajo, segln la cual, se esperaba la participacién de este sistema en la
corteza insular durante la formacién de la memoria incidental. La hipotesis fue fundamentada
en trabajos como el de Bermudez-Rattoni y colaboradores (2005), en el que demuestran la
participacion de la corteza insular de la rata en la formacion de memorias no emotivas, como
el reconocimiento de objetos; el de Miranda y colaboradores (2008), en el que demuestran
mediante infusiones bilaterales de propranolol en la corteza insular, que la actividad



noradrenérgica a través de sus receptores beta en esta zona es necesaria para la adecuada
formacion de la memoria incidental del sabor; y el de Miranda y Bermudez-Rattoni (2007), en
el que reportan la participacion del sistema colinérgico de la corteza insular en la adquisicion
de la memoria incidental de contexto (utilizando, al igual que en el presente trabajo, el

paradigma de la inhibicidn latente de la evitacién inhibitoria).

Intensidad de la reaccién conductual

Es importante notar que tanto al hacer las infusiones antes como después de la pre-
exposicion, las reacciones presentadas en respuesta al choque eléctrico no difieren entre
tratamientos ni entre animales pre-expuestos y no pre-expuestos, aun incluyendo los de los
animales excluidos por presentar reaccion conductual cero (no se muestran estos datos). Esto
tiene relevancia para nuestro estudio por varias razones: 1) demuestra que la experiencia del
aprendizaje aversivo es equivalente en todos los grupos y no representa motivo de sesgo; 2)
cabia la posibilidad de que el so6lo hecho de pre-exponer a los animales modificara su
percepcion del estimulo nocivo, pudiendo presentarse reacciones conductuales de intensidad
mayor en los animales no pre-expuestos debido a un efecto potenciador de la neofobia -la cual
representa un miedo innato a los estimulos novedosos- (Mason et al., 1978).

La corteza insular ha sido asociada con los aspectos sensoriales discriminativos nocivo /
inocuo de la percepcion de ciertos tipos de estimulacion, como la térmica. Asi también, se
sabe que, particularmente el area agranular, podria estar implicada en la integracion de los
componentes sensoriales y cognitivos —atencion, alerta, relevancia y memoria- de la
percepcion del dolor (Albanese, Duerden, Rainville y Duncan, 2007).

En el presente caso, s6lo podemos decir que la infusion del antagonista beta-adrenérgico

en la corteza insular realizada el dia anterior, no afecta la percepcion del estimulo nociceptivo.



El dia de la prueba de retencion

Un experimento de inhibicion latente consta basicamente de las siguientes fases: en la
primera, hay una pre-exposicion del estimulo que se va a condicionar (en este caso, el
compartimento oscuro), en la segunda se lleva a cabo el condicionamiento (asociacion del
compartimento oscuro con un evento aversivo —choque eléctrico-) y posteriormente se realiza
la prueba de retencion, en la que se examinan los efectos de la pre-exposicion sobre el
condicionamiento. El efecto tipico de inhibicion latente es que el grupo pre-expuesto muestre
un retardo o disminucion en el condicionamiento, comparado con el grupo que no ha recibido
pre-exposiciéon (Robbins et al., 1993). En el presente trabajo, durante la prueba de retencion,
las latencias de entrada de los grupos control pre-expuestos son significativamente menores
que las de los controles no pre-expuestos, confirmando el efecto de inhibicion latente; esto nos
hace suponer, de acuerdo a las teorias revisadas en los antecedentes, que quizés la pre-
exposicion interfiri6 en la adecuada asociacion posterior del lado oscuro con el choque
eléctrico (porque disminuyo la atencidn prestada al estimulo, por una interferencia proactiva o
porque el compartimento oscuro no es lo suficientemente relevante entre todo el contexto -
cuarto, camara de evitacion inhibitoria- como para ser asociado especificamente con el choque
eléctrico) o bien, el compartimento oscuro no tiene un buen estatus predictivo respecto al
choque debido a la pre-exposicién (es decir, el mismo contexto ha tenido dos consecuencias

opuestas: aversivo versus no relevante).

Sin embargo, entre los grupos pre-expuestos y no pre-expuestos que recibieron propranolol
no existe diferencia significativa en las latencias de entrada; esto es, no hay inhibicion latente.
Esto tiene similitud con un estudio realizado por Miranda y colaboradores (2003), en el que
inyectaron propranolol bilateralmente en la amigdala basolateral con el fin de observar el
efecto en un modelo de inhibicion latente del condicionamiento de aversion al sabor; sus
resultados muestran una atenuacion de la inhibicidn latente en las ratas que recibieron el
farmaco. Otro reporte interesante es el que hacen Lorden, Rickert y Berry (1983), quienes
someten a diversos experimentos de inhibicion latente a animales en los que habian reducido
la cantidad de monoaminas centrales por medio de lesion con toxinas; ellos sugieren que,

mientras la serotonina se encarga de realizar los procesos de tipo habituacién, la noradrenalina



podria tener influencias en mecanismos mas complejos que comprenden la comparacion de

informacidn nueva con la que ha sido previamente adquirida.

El efecto observado en este trabajo pudiera parecer contradictorio debido a los resultados
obtenidos en el dia del entrenamiento de la evitacion inhibitoria; es decir, si para que se dé la
inhibicidn latente es necesaria la formacion de una memoria incidental del contexto (previa a
su condicionamiento con el choque eléctrico) y el propranolol no afect6 la formacién de esta
memoria, entonces deberia haber inhibicion latente. ¢Existe explicacion para esto? La

respuesta es si, habria una propuesta alternativa que se puede explicar del modo siguiente:

Existe vasta literatura en la que se sugiere que la memoria de un evento que ha sido
previamente experimentado se compone de dos procesos: el recuerdo (“recollection”) y la
familiaridad (“familiarity”). El recuerdo incluye detalles especificos acerca del estimulo o
evento, y la familiaridad se basa simplemente en saber si éste se ha presentado con
anterioridad o no (Wais, Wisted, Hopkins y Squire, 2006). Hay evidencia conductual de que
estos procesos tienen caracteristicas diferentes tanto en la etapa de adquisicion como en la
evocacion y se ha comprobado que dependen de distintas areas cerebrales. Estudios de
neuroimagen y neurofisiologia en seres humanos, monos vy ratas, indican que en el l6bulo
temporal medial hay regiones que hacen contribuciones a uno u otro proceso; por ejemplo, se
sugiere que la corteza parahipocampal contribuye al recuerdo, mientras que la corteza
perirrinal contribuye y es necesaria para la familiaridad; respecto al hipocampo, existen
discrepancias acerca de si contribuye a ambos procesos o solamente al recuerdo (Eichenbaum,
Yonelinas y Ranganath, 2007; Wais et al., 2006). En otras areas cerebrales, por ejemplo en la
corteza prefrontal, también se ha encontrado esta parcelacion de funciones, encontrandose que
su region anterior medial se relaciona con el recuerdo, mientras que las regiones laterales,
incluyendo la anterior y la dorsolateral, se asocian con la familiaridad (Yonelinas, Otten, Shaw
y Rugg, 2005).

Los hallazgos citados en el parrafo anterior nos dan pauta a sugerir que en la corteza
insular podria existir también una divisién de los procesos de recuerdo y familiaridad

modulados, al menos en parte, por diferentes sistemas de neurotransmision; proponiéndose



que el sistema colinérgico en esta region esta enfocado a la codificacion de la parte gruesa, la
familiaridad; en tanto que el sistema noradrenérgico podria estar involucrado en la parte a
detalle, el recuerdo. Esta propuesta podria estar fundamentada por los resultados obtenidos en
los trabajos de Miranda y Bermudez-Rattoni (2007), Miranda et al. (2003, 2008) y los de la

presente investigacion.

Miranda y Bermudez-Rattoni (2007) estudiaron los efectos de un antagonista colinérgico
muscarinico, la escopolamina, en la corteza insular durante la formacién de la memoria
incidental de contexto utilizando también el modelo de la inhibicién latente de la evitacion
inhibitoria. Cuando el farmaco fue inyectado antes de la pre-exposicion al compartimento
oscuro, se impidio la formacién de la memoria incidental del contexto y de la subsecuente
inhibicidn latente; al administrarse inmediatamente después de la pre-exposicion no tuvo
efecto. De acuerdo a nuestro planteamiento, la acetilcolina estaria siendo necesaria para la
adquisicion (aunque no para la consolidacion) de los rasgos gruesos del contexto, es decir, de
la familiaridad; razon por la cual, en los animales tratados con escopolamina, no se forma esta
parte del engrama del contexto y, al volverse a encontrar con él, en el dia en que se realiza el
condicionamiento con el choque eléctrico, se comportan del mismo modo que las ratas que no
fueron pre-expuestas, como si les fuera novedoso. Esto les permite asociar el choque eléctrico
y evocar en el dia de la prueba, practicamente del mismo modo que lo hubieran hecho si no

hubieran tenido la pre-exposicion; y asi sucede, no hay inhibicion latente.

En el presente trabajo podemos especular a través de los datos obtenidos lo siguiente: Los
sujetos bajo el tratamiento con propranolol mostraron que la mayor parte del engrama de la
memoria del contexto se encuentra intacta, ya que reconocen el contexto incidental aprendido,
lo que sugiere que la actividad noradrenérgica no es esencial y que otros sistemas que
permanecieron intactos durante la codificacion, como el colinérgico, permiten la expresion de
dicha memoria. Sin embargo, en la representacion mental o engrama de ese contexto, al
parecer existen componentes més sutiles que no pudieron ser adecuadamente consolidados®
debido al bloqueo del propranolol sobre el sistema noradrenérgico en la etapa de la pre-

exposicion.

* Quiza tampoco adquiridos; remitirse al inicio de la discusién general, pagina 55.



En otras palabras, cuando el sujeto se encuentra por segunda vez con el contexto, tiene un
sentido de la familiaridad de éste y se comporta del mismo modo que lo hace un animal pre-
expuesto control; pareciendo que la memoria incidental no fue afectada por el bloqueo de los
receptores adrenérgicos. No obstante, el engrama del contexto no esta integro.

Para que se dé la inhibicion latente se requiere, por definicion, que el estimulo que se pre-
expone y el que se condiciona sea el mismo. Si los animales tratados con propranolol tienen
un engrama diferente (incompleto) del contexto pre-expuesto, este no coincide del todo con el
posterior engrama de ese contexto que ahora se ha condicionado. Por lo tanto, no se logra la
inhibicién latente a ese contexto y los animales se comportan del mismo modo que aquellos

que no tuvieron pre-exposicion.

Hasta la fecha, solo existe un reporte (Miranda y Bermudez-Rattoni, 2007) acerca de la
neuroguimica de la corteza insular que se encuentra implicada en la inhibicion latente de la
evitacion inhibitoria; el cual muestra que los receptores muscarinicos colinérgicos participan
en la adquisicion de la memoria incidental de contexto y en la formacion de la inhibicién
latente. Sin embargo, falta por conocer de qué manera contribuyen los demas
neurotransmisores que se encuentran en esta estructura, a la formacion de esta memoria

incidental.

Estamos pues, ante un campo sumamente interesante y poco explorado dentro de las

Neurociencias del aprendizaje y la memoria, s6lo nos queda ser diligentes en pensar y trabajar.



9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten sugerir que: la noradrenalina, a

través de sus receptores beta en la corteza insular,

A)

B)

tiene una funcion diferencial durante la formacion de la memoria incidental de contexto.

es necesaria para la adecuada formacion de la inhibicion latente del condicionamiento de

evitacion inhibitoria.

Perspectivas:

Seria provechoso conocer qué papel juega la noradrenalina en la corteza insular en el

entrenamiento convencional de la evitacion inhibitoria.

Por otra parte, si es que un antagonista [-adrenérgico estd impidiendo la adecuada
formacion de la inhibicion latente de la evitacion inhibitoria, seria muy valioso el conocer

el efecto de un agonista de los receptores beta.

Mas aun, la interpretacion aqui propuesta de la funcion diferencial de los sistemas
colinérgico y noradrenérgico en la corteza insular podria potencialmente hacerse extensiva
para otros modelos de aprendizaje y memoria; para lo cual se propone la realizacion de

farmacologia en tareas como el reconocimiento de objeto, la memoria olfativa, etc.

Por supuesto, seria preciso realizar también el experimento control de dependencia de

estado.



Sugerencias:

La dosis utilizada del antagonista beta-adrenérgico, propranolol, fue elegida en base a la
revision bibliografica; sin embargo, hubiera sido importante realizar una curva dosis-

respuesta.
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APENDICE 1

TINCION DE VIOLETA DE CRESILO

Para los cuerpos celulares.

REACTIVOS:

e Agua desionizada

e Etanol absoluto (JT Baker, México)

e Etanol al 96 % (DIMEBA, México)

e Etanol al 80 % en agua desionizada

e Etanol al 70 % en agua desionizada

e Etanol al 80 % en agua desionizada, acidificado con 10 gotas de acido acético glacial (JT
Baker, México)

e Xilol / Mezcla de xilenos (JT Baker, México)

e Violeta de cresilo (Sigma, México) al 0.1 % en agua desionizada, acidificada con 10 gotas
de acido acético glacial por cada 500 ml de solucién

e Resina sintética o Permount Histological Mounting Medium (Fisher chemicals, New

Jersey USA)

PROCEDIMIENTO:

Tren de tincion

1. Hidratar en agua destilada, 1 minuto.
Sumergir en etanol al 80 % acidificado, 1 minuto.

Lavar con agua destilada, sumergiendo durante un segundo en tres ocasiones.

> » b

Tefiir en el violeta de cresilo, 20 minutos. (Si el colorante se ha dejado en reposo
durante varios dias, es probable que el tiempo de tincion tenga que ser mas corto.
Vigilar para evitar que el tejido quede sobretefiido.)

5. Deshidratar en alcoholes graduales; etanol al 70 %, 10 segundos.



10.
11.

12.

13.
14.

Etanol al 80 %, 10 segundos.

Etanol al 96 %, 10 segundos. Esperar mas tiempo si es necesario, hasta que el tejido
presente una tonalidad azul o hasta que las fibras se noten claras y las células presenten
una tonalidad purpura.

Nuevamente etanol al 96 %, 5 segundos.

Etanol 100 %, 5 segundos.

Xilol, 10 segundos.

Nuevamente xilol, mantenerlo ahi hasta que se vaya a montar la resina. (Procurar que
sea el menor tiempo posible).

Sin dejar secar por completo el xilol, agregar unas gotas de resina sobre el
portaobjetos, lo suficiente como para que quede una capa delgada y homogénea al
colocar encima un cubreobjetos. Evitar la formacion de burbujas de aire.

Dejar secar.

Limpiar y observar al microscopio.
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