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Resumen

La actualizacion de la memoria es un proceso por el cual los organismos son
capaces de agregar informacién novedosa o relevante a un trazo de memoria
previamente establecido y se ha propuesto que dicho proceso depende de la
reconsolidacion de la memoria. La reconsolidacion se ha definido como un proceso
mediante el cual se estabiliza de nuevo la memoria previamente almacenada cuando
es reactivada. Por lo anterior, en este trabajo se evalud el papel de la evocacion en la
actualizacion de la memoria. Para esto, se utilizaron condiciones donde existid nueva
informacion que se incorpord a la memoria, esto fue, una segunda adquisicion de la
misma tarea. Se utilizo el paradigma conductual del condicionamiento de aversion a
los sabores, en el cual se asocia un sabor (sacarina) como estimulo condicionado (EC)
con un inductor de malestar gastrico (cloruro de litio), como estimulo incondicionado
(EI); como respuesta a esta asociacion el animal evita beber el sabor en las
presentaciones posteriores del mismo. La amigdala basolateral (ABL) es una
estructura necesaria para la formacion de la memoria de aversion al sabor y se sabe
que dentro de esta participacion los receptores de glutamato tipo AMPA juegan un
papel importante, ya que si se bloquean se afecta la evocacion de la tarea. Se
entrenaron a los animales en el primer dia y, al siguiente dia, por medio de una
microinyeccion de un antagonista (NBQX) o bien solucion vehiculo, se bloquearon
los receptores AMPA/kaianto en la ABL; posteriormente se realizd6 un segundo
condicionamiento de aversion a los sabores. Al dia siguiente se presentd de nuevo el
sabor sin el EI. Los animales inyectados con la droga no fueron capaces de evocar, sin
embargo, adquirieron y consolidaron el segundo condicionamiento. Lo anterior
confirma que los receptores AMPA/kainato en la ABL son necesarios para la
evocacion de la memoria de aversion, sin embargo, no son necesarios para adquirir y
consolidar dicha memoria. Lo anterior es de particular interés dado que los animales
son capaces de adquirir y consolidar un segundo condicionamiento, lo cual demuestra
que sin evocacion es posible agregar informacion nueva o relevante a un trazo
previamente establecido, es decir, que la actualizacion de la memoria de aversién no

depende de evocacion.



I.-Introduccion

Los organismos pueden adaptarse al entorno que los rodea segun los estimulos
que reciben de ¢l, a través de cambios en su comportamiento. Estos cambios se
generan de acuerdo a las experiencias individuales y se pueden conservar en el tiempo
(Dudai, 2004). Dichas experiencias tienen una implicaciéon directa en el
comportamiento de cada individuo, a esta capacidad de generar cambios en la
conducta se le denomina aprendizaje (Kandel ef al., 2000). Ese aprendizaje es capaz
de durar en el tiempo para luego ser utilizado de nuevo si es necesario. A la capacidad
de almacenar y recuperar dicho aprendizaje se le denomina memoria (Kandel et al.,
2000). Los conocimientos adquiridos son capaces de generar modificaciones en el
cerebro, las cuales permiten que se almacenen a lo largo del tiempo (Martinez y
Kesner, 1998). Por lo tanto, podemos decir que la memoria es una herramienta que
nos ha dado la naturaleza para poder adaptarnos y sobrevivir segun las condiciones
variantes del medio ambiente, ya que el organismo puede modificar su conducta de

acuerdo a lo que ha aprendido previamente.

Todas las formas de memoria que permanecen a lo largo del tiempo ocurren
en tres fases: adquisicion, consolidacion y evocacion, cada una de las cuales depende
de estructuras especificas y mecanismos moleculares especificos (Quirk y Mueller,

2007). Estas etapas han sido definidas de la siguiente manera:

o Adquisicion: Cambio en el desempeio conductual durante un
entrenamiento que se toma como la representacion del aprendizaje

(Dudai, 2002).

o Consolidacion: Proceso por el cual una memoria se estabiliza (Dudai,

2002).

o Evocacion: Proceso por el cual una memoria previamente almacenada

es utilizada por un organismo (Rozenzweig y Leiman, 1992).



El aprendizaje, como una propiedad del sistema nervioso, depende de las
propiedades plasticas de los circuitos cerebrales que son capaces de reorganizar
funcionalmente las representaciones del mundo en respuesta a cambios en la
informacion relevante entrante (Bermudez-Rattoni, 2007). Esta reorganizacion puede
provocar cambios plasticos en las conexiones neuronales o en la morfologia neuronal
que tienen como resultado cambios funcionales duraderos, estos cambios en las
sinapsis subyacen los cambios en el comportamiento y se presumen son el correlato

celular de la memoria (Tronson y Taylor, 2007).



I1.- Antecedentes

2.1.L a clasificacion de la memoria

La memoria ha sido un tema de amplio interés para los cientificos desde hace
mucho tiempo, y el desarrollo de este campo de investigacion ha sido muy grande. El
intento por entender los distintos procesos inherentes a la memoria se puede remontar
a los antiguos griegos, sin embargo esta rama adquirié la caracteristica de ciencia
experimental muchos afios después en el siglo XIX. Hermann Ebbinghaus en su
trabajo “Uber das Gedachtnis™ (Sobre la memoria), en el afio de 1885, realizé un
analisis sistematico de la memoria por medio de experimentos basados en la
memorizacion de silabas sin sentido y realiz6 una curva de aprendizaje; a traves de
estos experimentos observo una relacion entre el tiempo y la capacidad para recordar
las silabas, ya que entre mayor era el tiempo despues de la adquisicion, menor niUmero
de silabas podia recordar. Posteriormente William James en su obra ““Principles of
Phsycology” realizd una distincion entre lo que él llamG memorias “primarias” y
“secundarias” (Martinez y Kesner, 1998). Las primeras las defini6 como el
conocimiento que no era necesario evocar porque no ha abandonado el curso principal
de nuestro conocimiento, mientras las segundas se refieren a la informacion que ha
dejado de ocupar nuestra atencion y que hemos dejado de tener conciencia en ella
pero que puede recuperarse a voluntad cuando se necesite (Bermudez-Rattoni y
Prado, 2001).

El concepto de consolidacion se refiere a una fase de la memoria donde se
lleva a cabo la estabilizacion de la misma (Dudai, 2002). Se ha propuesto que las
memorias nuevas necesitan estabilizarse para durar en el tiempo, y que mientras se da
dicho proceso se puede interferir en él a traves de ciertos procedimientos como
lesiones o inyeccion de ciertos farmacos, como inhibidores de la sintesis de proteinas,
los cuales sélo tienen efecto si se aplican durante un cierto tiempo después del

aprendizaje.

El término de consolidacion se atribuye a Muller y Pilzecker quienes
observaron, en una serie de experimentos realizados entre los afios 1892 y 1900, que
las memorias tardan tiempo en fijarse (Dudai, 2004). Asi lo propusieron en su
hipotesis de la preservacion-consolidacion de la memoria a partir de los estudios que

realizaron en humanos. Ellos encontraron que la memoria recién aprendida era



interrumpida por el aprendizaje de otro tipo de informacion si éste era presentado
poco tiempo despues, sugiriendo asi que los procesos que subyacen a las memorias
nuevas persisten en un inicio en un estado fragil y se consolidan a través del tiempo
(McGaugh et al., 2000).

A mediados de los afios cuarenta el psicélogo C.P. Duncan desarrollé el
primer modelo animal de amnesia en la rata. En estos experimentos él aplicd
diariamente choques electroconvulsivos despues de ensayos diarios en un laberinto y
observo una relacion inversa entre el desempefio en la tarea y la aplicacion del
tratamiento amnésico. De esta manera reportd que sus estudios contribuian a la
hipdtesis de Muller y Pilzecker que propone que el aprendizaje requiere de tiempo
para estabilizarse en una memoria duradera. Duncan propuso que los choques
electroconvulsivos afectan a la memoria porque contribuyen a la prevencion de lo que

Muller y Pilzecker llamaron consolidacion (Sara, 2006).

En la actualidad conocemos dos tipos de memoria segin su temporalidad:
memorias de corto plazo (MCP) y memorias de largo plazo (MLP). Las primeras
tienen una duracion relativamente corta en el tiempo, segundos u horas, mientras que
las Ultimas pueden durar desde dias a afios (Dudai, 1989), como se muestra en la
figura 2.1. El paso se una memoria de corto plazo a una de largo se da por medio del

proceso conocido como consolidacion.
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Figura 2.1. Fases de la memoria. En esta gréafica se muestra la intensidad de
la memoria a lo largo del tiempo. La memoria de corto plazo (MCP) se mantiene por
lapsos cortos (de segundos a horas), hasta que se da el proceso conocido como
consolidacion y de esta manera la informacion adquirida permanece en la memoria
de largo plazo (MLP) por periodos més largos (de dias hasta afios). La informacion
puede ser utilizada posteriormente en el tiempo por medio de su evocacion
(Modificado de Dudai, 2004).

2.2.L.a consolidacion de la memoria

A partir de los experimentos antes descritos se comenzaron a realizar otros
estudios en los que se probaron diferentes agentes para provocar amnesia y asi
observar y estudiar la Ilamada consolidacion. En los afios setenta, se realizaron
trabajos muy importantes en los que se aplicaron diversos antibidticos, los cuales
inhiben la sintesis de proteinas, antes o después del aprendizaje. Este tratamiento
provocO amnesia cuando la memoria se midio a las 24 horas, sin embargo no
observaron efecto alguno al medir la memoria el dia de la inyeccién, entre esos
estudios se encuentran los siguientes: Flexner et al. 1963; Agranoff et al. 1966;
Barondes y Cohen 1966, 1967. En este ultimo trabajo realizaron un experimento en
el cual se entrenaron ratones para que aprendieran a escapar dentro de un laberinto
tipo T de un brazo al otro ya que en uno de ellos recibian choques eléctricos.
Realizaron un entrenamiento breve el cual consistio en llevar a cabo varios ensayos

hasta que se alcanzaran 3 de 4 respuestas correctas. Si los animales alcanzaban este



criterio en 3 ensayos se considerd6 como un 100% de escapes, pero en promedio se
necesitaron 6 ensayos para alcanzar el criterio. Inyectaron intracerebralmente 10 ul
de una solucion de cicloheximida (inhibidor de la sintesis de proteinas) en la region
temporal 5 horas antes del entrenamiento conductual antes descrito. Como resultado
observaron que la memoria no se veia afectada si la prueba se realizaba tres horas
después de la inyeccion de cicloheximida en una concentracion de 20 ug; sin
embargo, cuando la prueba se realizo seis horas después de la inyeccion la memoria
se vio afectada y dicho efecto se observd hasta 6 semanas despues (Barondes y
Cohen, 1967). Lo anterior demostro que se estaba afectando la fase de consolidacion

de la memoria a través de la inhibicidn de la sintesis de proteinas.

El hallazgo de que la inhibicion de sintesis de proteinas afectara solo algunas
memorias fue muy importante, ya que al afectar solo la memoria medida después de
varias horas pero no medida en las primeras horas nos indica que al menos existen 2
tipos de memoria y que se requiere de la sintesis de proteinas para el segundo de estos
tipos (McGaugh, 2000).

Todos estos estudios confirmaron los diferentes puntos de la hipotesis de la
consolidacién de la memoria, los cuales establecen, primero, que las memorias se
estabilizan o consolidan a través del tiempo, segundo, una vez consolidadas las
memorias son estables por lo que sélo se consolidan una vez y, por ultimo, que la
consolidacién de una memoria depende de la sintesis de proteinas (McGaugh, 1966,
2000).

Dado que la consolidacion de la memoria ha sido ampliamente estudiada se
han desarrollado diversas metodologias para su estudio, lo cual ha permitido describir
procesos celulares y moleculares involucrados en el procesamiento de las memorias a
corto y largo plazo. El proceso celular detras de una memoria de corto plazo implica
solo la activacion de cascadas de transduccidn que alteran la excitabilidad sinaptica y
la liberacion de neurotransmisor. Para el paso a una memoria de largo plazo, estas
cascadas activan factores de transcripcion, permitiendo la modulacion de la expresion
de genes ya que las sefiales de transduccion llegan hasta al nacleo celular, en donde se
produce el proceso de transcripcion. Posteriormente otro proceso llamado traduccion
del RNA, lleva a la sintesis de nuevas proteinas, la cual culmina en modificacion de

proteinas sinapticas asi como en remodelamiento y crecimiento sinaptico. La



activacion, expresion y funcion de ciertos factores de transcripcion y genes son una
parte esencial de la cascada de eventos que ocurren durante una ventana temporal
posterior a la adquisicion y que dan lugar a las memorias de largo plazo. Estos
eventos pueden ser interrumpidos por varios tipos de agentes, entre ellos los
inhibidores de sintesis de proteinas. Se asume que esta ventana temporal corresponde

a la consolidacion celular de la memoria (Dudai, 2004).

I11.- Memoria Gustativa

En la naturaleza existen multiples formas o mecanismos que pueden
desarrollar los animales para adecuarse al mundo en el que viven y asi poder
sobrevivir. Una de las estrategias que han desarrollado es el poder recordar y
discriminar la comida de acuerdo a las consecuencias posteriores a su consumo, este
aprendizaje ha sido necesario ya que la alimentacion es una actividad de vital
importancia. A este tipo de memoria se le conoce como memoria de reconocimiento
del sabor, que consiste en la capacidad de reconocer comida o algun liquido que ya
habia sido previamente probado (Bermudez-Rattoni, 2004), como se explica a
continuacion. Cuando un animal se encuentra un nuevo sabor éste se rehusa a
consumirlo en grandes cantidades ya que no conoce sus consecuencias, teniendo un
comportamiento neofobico. Sin embargo, si dicho sabor no tuvo consecuencias
nocivas se registra como un sabor seguro lo que provoca un incremento en su
consumo Yy a esto se le llama atenuacion de la neofobia. Por el contrario, cuando el
sabor tiene alguna consecuencia de malestar gastrico el sabor se registra como toxico
y en consecuencia el animal se rehusa a seguirlo consumiendo presentando una
aversion a dicho sabor. A esta conducta se le llama condicionamiento de aversion a
los sabores (CAS) (Bermudez-Rattoni, 2004). En la figura siguiente (3.1.) se muestran

estos dos tipos de conductas.



Figura 3.1. En esta figura se muestran dos tipos de conducta que se observan
como consecuencia de haber ingerido un sabor nuevo. Si dicho sabor se codifica
como seguro los dias posteriores se incrementara el consumo (atenuacion de la
neofobia o sabor seguro), o bien si se asocia el sabor novedoso con un malestar
gastrico el consumo en el dia posterior del sabor disminuira (aversion a los sabores
0 sabor aversivo) e ira aumentando en los dias siguientes dicho consumo si ya no se
vuelven a presentar consecuencias gastricas nocivas, fenomeno llamado extincion
(Modificado de Bermudez-Rattoni, 2004).

Una gran variedad de mamiferos presentan aversion a comidas o liquidos
especificos, tanto en la naturaleza como en condiciones de laboratorio, si éstos
produjeron algun tipo de malestar gastrico, tal como lo describié John Garcia por
primera vez en 1955 (Welzl, 2001). EI CAS protege a los animales de una repeticion
de la ingesta de comida o bebidas toxicas (Reilly et al., 2005).

3.1. El CAS como paradigma conductual

En condiciones de laboratorio, el CAS es un paradigma ampliamente utilizado
en la investigacion de procesos de memoria. Durante la adquisicion del CAS, el
animal asocia un sabor o estimulo condicionado (EC) con un tratamiento que produce
malestar (ej., inyeccion intraperitoneal de LiCl) o estimulo incondicionado (EI). El
CAS sigue las reglas del condicionamiento clasico donde se asocian los dos estimulos
antes mencionados, dicha asociacion tiene como consecuencia la evasion del sabor,
Ilamada respuesta condicionada (RC), como se muestra en la figura 3.2. En este tipo
de condicionamiento el sabor se convierte en desagradable para el animal y es evitado
(Bernstein y Koh, 2007).



El CAS tienen un gran nimero de ventajas por las cuales es un modelo muy
atil en la investigacion de la neurobiologia, y que a su vez lo hace diferente de otros
tipos de paradigmas conductuales. Algunas de estas ventajas son (Bernstein y Koh,
2007):

1.- Répida adquisicion, el CAS se adquiere en un solo apareamiento del EC
(sabor) con el EI (inductor de malestar gastrico).

2.-El aprendizaje es potente y durable por lo que proporciona una ventana

clara de tiempo en la cual se pueden identificar sefiales neuronales.

3.- Se puede adquirir aunque exista una separacion amplia entre la
presentacion del los dos estimulos (EC y El), ésta puede ser desde minutos hasta

horas.
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Figura 3.2. Esquema representativo del paradigma conductual del CAS. En este
protocolo le es presentado al animal un sabor novedoso, sacarina (EC). Posterior al
consumo del sabor se le inyecta via intraperitoneal un inductor de malestar gastrico
(EI), cloruro de litio (LiCl). Cuando el sabor es presentado nuevamente al animal,
éste evita beber dicho sabor debido a las consecuencias negativas experimentadas, a
este comportamiento se le conoce como aversion al sabor (Modificado de Bermudez-
Rattoni y Prado, 2001).



3.2. Vias de procesamiento de la informacién gustativa

Las vias de procesamiento de la informacion gustativa de sabor y visceral del
malestar gastrico han sido ampliamente descritas y estudiadas, por lo que estan muy
bien caracterizadas, y se muestran en la Fig. 3.3. Dicho procesamiento inicia con la
transduccion de la sefial del sabor que se realiza en células especializadas localizadas
en la cavidad oral, dichas células estan inervadas por neuronas sensoriales y cuando
son excitadas envian la sefial a través de varios nervios craneales, entre ellos el facial
(VII), el glosofaringeo (IX) y el vago (X) (Kandel et al., 2000). La informacion se
recibe en la porcidn anterior del nucleo del tracto solitario, luego viaja al nucleo
parabraquial del talamo, a partir de aqui existen dos vias posibles, una que va tanto al
hipotdlamo lateral, la sustancia innominata, y la amigdala, mientras la otra viaja al
nucleo ventroposterior del tdlamo, de donde luego viaja a la neocorteza (Bermudez-
Rattoni et al., 2004). Las vias viscerales que transmiten la informacion de malestar,
detectado por la irritacion del sistema gastrointestinal, llegan al nervio vago (X) y al
nucleo del tracto solitario y al subnucleo lateral del nucleo parabraqueal, luego
finalmente llega al nicleo central de la amigdala y al ndcleo paraventricular
hipotalamico (Bures et al., 1998). Son de particular interés la corteza insular y la
amigdala, estructuras para las cuales existe un gran numero de estudios que han
demostrado su importancia en la adquisicion y almacenamiento a largo plazo de la

memoria de aversion al sabor (Bermudez-Rattoni et al., 2004).
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Figura 3.3. Dibujo esquemético de las vias de procesamiento de la
informacion gustativa (lineas continuas) y visceral (lineas punteadas) en el sistema
nervioso. EC, estimulo condicionado. El, estimulo incondicionado. sdl, subndcleo
dorsolateral. sle, subndcleo exteriorlateral. NBM, nucleo basal magnocelular. Vpm,
ventroposteromedial. Vpl, ventroposterolateral. ClI, corteza insular (Modificado de
Bermudez-Rattoni, 2004).

En este trabajo nos enfocamos en el estudio de la amigadala basolateral y en el

papel que juega en la memoria de aversion al sabor, razon por la cual a continuacion



se describen los antecedentes de esta estructura.

3.3. La amigdala basolateral (anatomia y funciones)

La primer evidencia de la participacion de la amigdala en el aprendizaje y la
memoria se publico hace méas de 70 afios, sin embargo con el tiempo esta estructura
ha ido adquiriendo especial atencion e importancia en los estudios de este campo.
Existe evidencia de que esta involucrada en los procesos de atencion y recompensa;
asi como también de que es una estructura en donde se llevan a cabo cambios
neuronales que subyacen la asociacion de tareas adquiridas con respuestas de tipo
emocional. Asi también existe un fuerte consenso de que esta involucrada en mediar

el componente emocional de las memorias (McGaugh et al., 2002).

El sistema limbico es un grupo de estructuras involucrado en la formacion y
procesamiento de las emociones, aprendizaje y memoria. Dentro de las estructuras
que lo componen se encuentra la amigdala asi como también el hipocampo,
hipotdlamo y distintas cortezas cerebrales (Purves et al., 2003). La amigdala es un
conjunto pequefio de neuronas que forman parte del sistema limbico localizado en el
I6bulo temporal, como se muestra, para la rata, en la figura 3.4. En los mamiferos la
amigdala se puede dividir en dos grupos de nucleos: un grupo filogenéticamente mas
antiguo compuesto por un nucleo medial, uno central y cortical, mientras el otro,
filogenéticamente mas nuevo, estd compuesto por un nudcleo lateral y uno basal
(amigdala basolateral, ABL) (Bures et al., 1998).



Figura 3.4. Corte coronal del cerebro de la rata donde se muestra los distintos
nucleos de la amigdala (Modificado de Swanson L. W., 1992).

Se sabe que el sistema limbico, en particular la amigdala esta involucrada en
procesos asociativos de diferentes tareas de aprendizaje, incluyendo las asociaciones
viscerales en el condicionamiento de aversion al sabor. La amigdala ha sido asociada
con aspectos emocionales que regulan la ingesta de comida y agua. El nucleo central
de la amigdala juega un papel muy importante en la adquisicion y retencion de
reacciones a la aversion condicionada. Los efectos en el CAS han sido diversos

cuando se han dafiado distintos nucleos de la amigdala (Bures et al., 1998).

El interés por conocer el papel de la amigdala en la consolidacion de la
memoria fue estimulado por los hallazgos de Goddard en el afio de 1964, quien en
ratas, administro estimulacion eléctrica en la amigdala inmediatamente después de un
entrenamiento y asi afectd la memoria de una tarea de aversion. Dichos
descubrimientos sugirieron que la amigdala es una region involucrada en la

consolidacion de la memoria (McGaugh et al., 2002).



3.4. Participacion de la ABL en el CAS

Diversos estudios han investigando el papel de la amigdala en el
condicionamiento de aversion a los sabores (CAS), asi como también la participacion
diferencial de cada uno de sus nucleos en este mismo paradigma. En base en estudios
de lesiones de la amigdala basolateral (ABL) (Gallo et al., 1992; Roldan y Bures,
1994) o de la aplicacion de antagonistas después de la presentacion del sabor
novedoso (Miranda et al., 2003), se ha establecido la importancia que tiene este
nucleo en la formacion del CAS. En particular el trabajo de Gallo y colaboradores
estudio el papel de la amigdala en la adquisicion del CAS por medio de lesiones
bilaterales con TTX (tetrodotoxina), bloqueador de canales de sodio, administradas
entre los dos estimulos en el CAS. Lo que observaron fue que cuando se afecta la
ABL entre los dos estimulos, se dafia la memoria de aversion ya que las ratas
incrementaron su consumo de sacarina el dia de la prueba (48 horas después de la
inyeccion) en comparacion con el grupo control. Los resultados anteriores sugieren la

importancia de la estructura en la tarea de aversion a los sabores.

En otros trabajos se ha reportado que lesiones de la amigdala basolateral
evitan la memoria del CAS solo si el EC que se presenta es novedoso, pero no cuando
ya es familiar sin embargo, las lesiones del nucleo central no tienen consecuencia en
la memoria del CAS (Morris et al., 1999; St. Andre y Reilly, 2007). En el primer
trabajo mencionado se realizaron lesiones con &cido iboténico de al menos el 90%
del ndcleo basolateral de la amigdala en ratas. Posteriormente se realizo el
condicionamiento con sacarosa seguida de una inyeccion de cloruro de litio
intraperitoneal y 4 dias después se evaluo la memoria y lo que observaron fue que los
animales con lesiones en la ABL son incapaces de aprender el CAS. Sin embargo
cuando las lesiones se realizaron en ratas que habian sido pre-expuestas dias antes al
EC (sacarosa) no se afectd el CAS. En este trabajo también se realizaron lesiones del
nucleo central de la amigdala y no se observé ninguna diferencia con respecto a los

animales control cuando dicha tarea se probo 4 dias después del entrenamiento.

Asi también se reportd que el bloqueo funcional de la ABL entre el estimulo

gustativo y el visceral impide la formacién de la memoria de aversion (Miranda et al.,



2003). En ese trabajo se estudio el papel del sistema noradrenérgico en la amigdala
basolateral durante la presentacion del estimulo incondicionado (El) y durante la
consolidacion de la tarea. Se realizaron inyecciones bilaterales de propanolol,
antagonista de receptores noradrenérgicos, en la ABL de la rata. Se les dio como
estimulo condicionado sacarina y 30 minutos despues se les realizo la microinyeccion
del farmaco antes mencionado e inmediatamente después se aplico el cloruro de litio
intraperitoneal como estimulo incondicionado. La prueba de memoria se llevo a cabo
tres dias después y se observo que el consumo de sacarina aumento en los animales
experimentales en comparacion con el grupo control, sin embargo no se observo
ninguna diferencia en los consumos del dia de la inyeccion. Este efecto indica la
participacion de la ABL por medio de los receptores noradrenérgicos y dado que éste
efecto se obtiene cuando la inyeccidn se da entre los dos estimulos se sugiere asi que
estd involucrada en el procesamiento de la informacion visceral de esta tarea de

aversion.

Esto indica, en resumen, que la participacion de la amigdala en el aprendizaje

del CAS, a través del nucleo basolateral, es necesaria.

Se sabe que dentro de la participacion de la ABL en la memoria, el glutamato
tiene una funcion importante como neurotransmisor, y que dentro de ésta accion
varios de sus receptores son necesarios para la adquisicion del CAS (Yamamoto et al.,
1997).

A continuacion daré una breve introduccion acerca del glutamato como
neurotransmisor y de sus receptores, para después hacer una descripcion de la

participacion de este neurotransmisor en la memoria de aversion a los sabores.

3.5.- El glutamato como neurotransmisor

Uno de los neurotransmisores mas extensivamente estudiados en el contexto
de la plasticidad sinéptica es el glutamato, que estd involucrado en la plasticidad
dependiente de experiencia y en la consolidacion de la memoria (Bermudez-Rattoni,
2004).

El glutamato participa en la mayoria de la neurotransmision excitatoria del



sistema nervioso central. Su participacion es muy importante en distintos procesos
como es el caso de la coordinacion motora, las emociones, la cognicién, asi como

también la formacion y evocacion de la memoria (Siegel et al., 1999).

Es un aminoacido del tipo no esencial y su sintesis se da en neuronas a partir
de precursores que se encuentran en ellas. Su precursor principal es la glutamina la
cual se libera por células de la glia, ésta es metabolizada por una enzima llamada
glutaminasa en la terminal de la neurona presinaptica para después ser empaquetado
en vesiculas que son liberadas durante la transmision sinéptica. Dicho proceso es

dependiente de ATP y magnesio (Purves et al., 2003).

Los receptores de glutamato han sido divididos en dos grupos (Purves et al.,
2003):

- Receptores lonotropicos: Existen tres tipos nombrados de acuerdo a los
agonistas que provocan su activacion (receptores NMDA, receptores AMPA y
receptores kainato). Los receptores del tipo NMDA son canales no selectivos a
cationes que permiten la entrada de calcio, sodio y potasio, y dependen de la
presencia de un co-agonista (glicina) y de la liberacién de magnesio que bloquea el
canal cuando no esta activo. La activacion del canal ocurre cuando se despolariza la
presinapsis y se libera el ion magnesio para después permitir el paso de iones.

Los receptores de tipo AMPA funcionan durante la transmision excitatoria
rapida y su activacion provoca la mayoria de las despolarizaciones neuronales (Siegel
et al., 1999). Se compone de subunidades Glu R1, R2, R3 y R4 y ya formados pueden
ser bloqueados especificamente dichos canales por compuestos quimicos especificos
como quinoxalinedionas, un ejemplo de éstas es el NBQX (6-nitro-7-sulfamobenzo[f]
quinoxalina-2,3-diona). EI NBQX es antagonista competitivo de los receptores
AMPA pero tiene un efecto débil o nulo en otros receptores (Siegel et al., 1999).

Por ultimo los receptores kainato se componen de las subunidades Glu R5, R6
y R7 y forman los receptores KA1 o KA2, los cuales para ser funcionales deben
unirse entre si.

Se sabe que los receptores NMDA y AMPA deben coexistir en la misma
célula ya que actian de manera sinérgica en la mayoria de los casos, esto se da de la
siguiente manera: inicia con una estimulacion que provoca la liberacion presinaptica

de glutamato, el cual se une a sus respectivos receptores, pero Unicamente se activan



los tipo AMPA que permiten la entrada de sodio y potasio a la postsinapsis, dichos
iones provocan un aumento en el potencial de membrana, el cual al alcanzar un
umbral provoca la despolarizacion de la membrana que expulsa al tapdn de magnesio
del receptor NMDA, éste ultimo ahora es capaz de responder al glutamato que se une
a él, dejando entrar sodio y calcio. El calcio es un segundo mensajero muy importante
que activa varias cascadas de sefializacion intracelular. Por ejemplo, se puede unir a la
proteina calmodulina que a su vez activa proteinas cinasa como la cinasa CAMK.
Esta ultima puede afectar a los receptores AMPA de dos maneras, la primera es
fosforilandolos mientras estén en la membrana de la espina lo que provoca un
aumento en la conductancia a sodio, y la segunda es promoviendo el movimiento de
los receptores que se encuentren en reservorios intracelulares hacia la membrana, lo
que provoca que haya mas receptores disponibles para estimular la espina (Siegel et
al., 1999).

- Receptores metabotrdpicos: Estos incluyen ocho receptores (mGIuR1-8)
divididos en tres clases (I-111) y se encargan de modular de manera indirecta los
canales iGnicos postsinapticos debido a su union con mensajeros. Una vez activados
pueden promover la inhibicion de canales de calcio o sodio postsindpticos (Purves et
al., 2003).

En el siguiente esquema (Fig. 3.5) se observan los receptores glutamatérgicos
ionotrépicos NMDA y AMPA asi como los tipo | y Il metabotrépicos.



Figura 3.5. Esquema de receptores glutamatérgicos. Se muestran dos tipos de
receptores ionotrépicos, NMDA y los AMPA, asi como también los receptores
metabotropicos tipo | y tipo Il. Se muestra en un rectangulo el antagonista de
receptores AMPA (NBQX). Las dos clases de receptores metabotrépicos estan
acoplados a proteinas G unidas a fosfolipasas (PI-PLC) para el grupo | (Group ) y a
adenilato ciclasa (AC) para el grupo Il (Group Il). La activacion de los receptores
tipo Il provocan que la proteina AC quede inactiva. Se cataliza la produccion de
inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) a fosfatidilinositol-biifosfato (PIP2)
por la proteina PI-PLC. Al aumentar el IP3 se provoca un aumento en la liberacion
de calcio presente en vesiculas intracelulares. Otra proteina llamada Homer tiene
como papel anclar estos receptores a la membrana sinaptica. (Modificado de Siegel
etal., 1999).

3.6 Participacion del glutamato en la memoria de aversion al sabor

Estudios de potenciacion a largo plazo (LTP), de condicionamiento de
prevencion pasiva y del condicionamiento de aversion a los sabores (CAS) indican
que para los procesos involucrados en memoria se requiere de la participacion de
receptores glutamatérgicos NMDA, AMPA y metabotrépicos (Bermudez-Rattoni et
al., 2004).

Especificamente un trabajo de 1998 de Escobar y colaboradores reportdé que
cuando se da una estimulacion tetanica en la amigdala basolateral se puede inducir
LTP en la corteza insular (CI). Esto es, mediante una estimulacion de alta frecuencia
que se aplica en la ABL se puede observar un incremento en las respuestas sinapticas

al registrar en la corteza insular una hora después. Asi bien encontraron en estos



experimentos que si se bloqueaban los receptores NMDA en la CI por medio de CPP,
un antagonista de los mismos, una hora antes de la estimulacion de alta frecuencia se
afectaba la adquisicion del CAS asi como también la induccion de LTP en la corteza
insular (Fig. 3.6).

El LTP se indujo con 10 trenes de alta frecuencia (1-s 100 Hz) en intervalos de
20 segundos y se registraron las respuestas en la Cl por una hora. El grupo control
recibié dicha estimulacion pero se le aplico solucidn vehiculo una hora antes de la
estimulacion y el grupo experimental recibiéo la inyeccion del antagonista de
receptores NMDA una hora antes. A otro grupo de animales se les implantaron
canulas bilaterales en la Cl y después de su recuperacion fueron privados para iniciar
el condicionamiento de aversion a los sabores. El dia de la adquisicion un grupo de
animales recibié una microinyeccion de CPP y el otro de solucion vehiculo, esto fue
una hora antes de la presentacion de sacarina como EC y diez minutos después se les

inyecto cloruro de litio intraperitoneal como EI.
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Figura 3.6. En esta figura se observa en la primera grafica la induccion de
LTP en la Cl una hora después de la estimulacion tetanica en ABL. Se ve el aumento
de respuestas evocadas en los animales vehiculo (VEH) y en los animales inyectados
con CPP no se observa dicha induccién. EPSP, poteciales postsinapticos
excitarorios. En la segunda gréfica se observa el efecto del CPP en Cl en el CASy se
grafica el consumo de sacarina el dia de la microinyeccion una hora antes del



consumo. CON, animales intactos (Modificado de Escobar et. al., 1998).

Estos resultados sugieren que la administracion del antagonista de receptores
NMDA en la CI puede afectar la adquisicion de la tarea del CAS de una manera
similar a la inhibicion que provocan estos mismos antagonistas en el LTP producido

en la corteza insular (Escobar et. al., 1998).

En otro trabajo relacionado se evaluo si la induccion del LTP en la CI a través
de la estimulacion en ABL podia provocar cambios que provocaran el mejoramiento
de la tarea del CAS (Escobar y Bermudez-Rattoni, 1999). En este reporte se llevo a
cabo el mismo protocolo antes descrito para la induccion de LTP en la IC,
estimulando con trenes de alta frecuencia en la ABL y una hora despueés se registraron
los potenciales evocados en la Cl, a un grupo control se le dio una estimulacion que
no provoca LTP y otro grupo permanecié intacto. Una semana después a los mismos
animales se les entrend en el CAS, se les dio una linea basal de agua y el cuarto dia se
les dio sacarina como EC y cloruro de litio como El y se midid el consumo de
sacarina durante los seis dias posteriores para evaluar la participacion del LTP en la
memoria del CAS. El dia de la adquisicion no se observaron diferencias entre los
grupos pero los dias posteriores el grupo con LTP bebié menos sacarina lo que indica
que el tratamiento aumenta la retencion de la prueba (Fig. 3.7).



Figura 3.7. En esta figura se muestra el efecto de la induccion previa al CAS
de LTP y se grafica el consumo de sacarina en porcentaje de la linea basal de agua a
lo largo de los dias de adquisicion y pruebas. Se ve un consumo menor los dias de
prueba (T1-T6) en el grupo de LTP en comparacion con los grupos control (SHAM) y
el intacto (CON) (Modificado de Escobar y Bermudez-Rattoni, 1999).

En resumen, los resultados anteriores demuestran que la induccion de LTP en
la proyeccion ABL-CI antes de la tarea del CAS aumenta la retencion de la misma y
son coherentes con los datos anteriores donde la aplicacion de CPP bloquea la
adquisicion del CAS y la induccion de LTP en la ClI (Escobar y Bermudez-Rattoni,
1999).

Estos datos en conjunto son de particular interés ya que sugieren que los
mecanismos que estan involucrados en la induccion de LTP en la ABL-CI pueden ser
los mismos que ocurren en la formacion de la memoria de aversion al sabor, en

particular la participacion de receptores glutamatérgicos en la ABL.

Utilizando otra metodologia para evaluar la participacion del glutamato en la
formacion de la memoria de aversion Miranda y cols. (2002) realizaron un estudio
con microdidlisis in vivo. Este grupo de trabajo realizd un conjunto de experimentos
donde monitorearon la liberacion del neurotransmisor en la amigdala basolateral
durante la presentacion del estimulo condicionado e incondicionado del CAS. Sus
resultados revelaron que existe un gran incremento del neurotransmisor en esta
estructura después de la induccion del malestar gastrico, no asi despues del consumo
del sabor novedoso. También encontraron que por medio de infusiones de glutamato
en la misma estructura, antes de la presentacion del estimulo incondicionado, es
posible acentuar el CAS. En resumen encontraron que la transmision por glutamato
en este nacleo de la amigdala sefializa la entrada visceral del cloruro de litio (EI)

durante la formacion de la memoria de aversion al sabor.

Los resultados anteriores indican que la amigdala basolateral, por medio de su
activacion glutamatérgica, participa en la formacion del CAS (Ferreira et al., 2005).
Asi como también sugieren que esta sefial glutamatérgica eventualmente converge
con la sefial del estimulo condicionado para la formacion de esta memoria
(BermuUdez-Rattoni et al., 2004).



3.7.Participacion de los receptores AMPA en la evocacion de la memoria de

aversion al sabor

Existen estudios en los cuales se ha afectado la evocacion de algunas tareas de
aversion como consecuencia de la inhibicion de los receptores AMPA a través de la
infusion de CNQX, antagonista de estos receptores (Izquierdo et al., 1993; Kim et al.,
1993 y Yasoshima et al., 2005). El dltimo trabajo en particular utilizo el
condicionamiento de aversion a los sabores para estudiar los receptores

glutamatérgicos.

El estudio de Yasoshima y colaboradores del 2005 reveld el papel de los
receptores ionotropicos AMPA en la evocacion de la memoria de aversion al sabor.
Realizaron el protocolo conductual en ratas de la siguiente manera: se les dio una
linea base de agua por varios dias hasta que se estabilizo el consumo, al dia siguiente
se les presentaron dos estimulos, EC (sacarina 0.005M) y EI (LiCl 0.15M). Al dia
siguiente se realizo la microinyeccion en la ABL de los farmacos, 20 minutos antes de
la segunda exposicion a la sacarina, a este dia de prueba se le llamo T1, al dia

siguiente se repitio la presentacion de sacarina (T2).

Se separaron los grupos en vehiculo y experimental, los ultimos fueron
inyectados con alguno de los antagonistas a receptores glutamatérgicos: CNQX, D-
APV o MCPG. Se utilizd6 como solucién vehiculo el enantiomero inactivo de cada

uno de los reactivos anteriores para cada caso.

Las ratas que fueron inyectadas con CNQX no presentaron aversion al sabor el
dia T1 en comparacion con los animales de los deméas grupos los cuales bebieron
menos sacarina, como se muestra en la siguiente grafica (Fig. 3.8). Al dia siguiente,
en T2, todos los animales, incluyendo los inyectados con CNQX presentaron una gran
aversion al sabor, lo cual indica que el efecto de la droga amnésico fue temporal y

reversible.
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Figura 3.8. En esta figura se muestra el efecto de la inyeccion de antagonistas
de tres tipos diferentes de receptores glutamatérgicos. Se grafico el consumo de
sacarina representado en indice de aversion, para cada grupo durante el dia 1 (T1)
cuando se llevé a cabo la inyeccion y dia 2 (T2). Se observa un menor indice de
aversion en el grupo inyectado con CNQX en el T1 por lo que dicho farmaco afecto
la evocacion de la memoria de aversion, mientras que ninguno de los otros farmacos
tuvo ese efecto. sin embargo durante el T2 los animales inyectados con CNQX si
presentaron un alto indice de aversion (Modificado de Yasoshima et al., 2005).

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo revelaron que la actividad
de los receptores AMPA en la ABL es indispensable para la evocacion del CAS, no
asi los receptores del tipo NMDA o metabotropicos. Estos resultados también
sugieren que el bloqueo de los receptores AMPA no modifica el trazo de memoria ya

que el segundo dia los animales presentaron aversion al sabor (Yasoshima et al.,
2005).

1V.- La teoria de la reconsolidacion.

En el afio 2000, Nader y colaboradores encontraron que una memoria
previamente consolidada es susceptible de ser afectada por medio de un inhibidor de

sintesis de proteinas después de ser evocada.

En estos experimentos utilizaron el paradigma conductual del
condicionamiento auditivo del miedo, el cual consiste en la asociacion de un tono
como estimulo condicionado, con un choque eléctrico en la pata como estimulo
incondicionado. Como respuesta a esta asociacion los animales presentan una

respuesta de congelamiento cuando se presenta el EC nuevamente. Los investigadores



realizaron el protocolo antes descrito en ratas y 24 horas después presentaron
Unicamente el tono para que hubiera una reactivacion de la memoria e
inmediatamente después realizaron microinyecciones bilaterales de anisomicina
(inhibidor de la sintesis proteica). Estas las realizaron en la amigdala basolateral, una
estructura implicada en el aprendizaje de esta tarea. Al dia siguiente volvieron a
presentar unicamente el EC, para realizar la prueba de memoria, en la cual midieron
el porcentaje de congelamiento de los animales. Durante la prueba de memoria los
animales inyectados con anisomicina presentaron un porcentaje de congelamiento
menor en comparacion con los animales vehiculo como se muestra en la siguiente
figura 4.1., indicando que se requiere de la sintesis de proteinas en la ABL para
estabilizar una memoria del miedo previamente consolidada. Sin embargo cuando se
realizaron las microinyecciones 24 horas después del condicionamiento sin la
presentacion del tono, es decir sin reactivacion, los animales presentaron el mismo
porcentaje de congelamiento en comparacion con los vehiculo. Lo anterior indica que

se necesita de la reactivacion para que la memoria sea susceptible de ser afectada.
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Figura 4.1. a) En esta figura se muestra arriba el protocolo conductual
llevado a cabo en el trabajo antes descrito El primer dia se realiz0 el
condicionamiento donde se presentaron los dos estimulos (EC-EI). Al siguiente dia
(Prueba 1) se presento el tono e inmediatamente se dio el tratamiento de anisomicina
en la ABL. La prueba de memoria se realiz6 el dia posterior a la inyeccion
presentando de nuevo el EC (Prueba 2). b) En esta grafica se muestra el porcentaje
de congelamiento de los animales durante los tres ensayos realizados el dia de la



prueba 2. Se observa que los animales inyectados con anisomicina en alta dosis
presentan un porcentaje menor de congelamiento en comparacion con los vehiculo
(ACSF) o los inyectados con baja dosis lo que revela una falta de memoria
(Modificado de Nader et al., 2000).

Los resultados anteriores demostraron que la memoria después de ser reactivada es
susceptible a la inhibicion de la sintesis de proteinas como lo es cuando esta siendo

consolidada. A este proceso se le denomino reconsolidacion.

El primer reporte en el que se observo el fenomeno de la reconsolidacion fue el de
Misanin y colaboradores de 1968, aunque no tuvo gran impacto hasta afios recientes
(Nader, 2003). En ese estudio se utilizé el mismo paradigma conductual que el trabajo
anterior, pero se aplicaron choques electroconvulsivos en la rata para inducir amnesia.
El resultado fue que 24 horas después del entrenamiento, el tratamiento de choques
posterior a la presentacion del tono provocé una falta de memoria cuando ésta fue
evaluada un dia después de los choques. A este fendmeno se le denomind amnesia

dependiente de clave, mas tarde llamado reconsolidacion.
La reconsolidacion se ha definido como el mecanismo por el cual una memoria
previamente consolidada es estabilizada nuevamente por medio de la sintesis de

proteinas después de ser evocada (Tronson y Taylor, 2007).

4.1. La reconsolidacion de la memoria no depende de evocacion

La reconsolidacion de la memoria es un proceso por el cual las memorias
previamente establecidas son estabilizadas y se sabe que el proceso iniciador para que
ocurra es la reactivacion de la memoria (Tronson y Taylor, 2007). Hasta hace unos
afios no se habia reportado alguna evidencia que mostrara que la reconsolidacion
podia ocurrir sin la evocacion de la memoria, incluso en la mayoria de los trabajos de
reconsolidacion se reporta un experimento control en el cual la reconsolidacion de los
animales que no habian tenido una sesion de reactivacion de la memoria no se veia

afectada con los tratamientos utilizados.



Por ejemplo el trabajo de Nader y colaboradores del 2000 en el cual
entrenaron a los animales en el condicionamiento de miedo al contexto y utilizaron
como EC un tono y como EIl un choque eléctrico. Al dia siguiente presentaron
Unicamente el EC para reactivar la memoria e inmediatamente después inyectaron
anisomicina, mientras otro grupo fue inyectado sin la presentacion previa del tono. Lo
que observaron fue que unicamente se afectd la reconsolidacion de la memoria del
grupo que tuvo una sesion de reactivacion de la memoria, mientras que la memoria
del otro grupo de animales permanecid intacta. No fue hasta el afio 2006 cuando en un
trabajo se reportd un experimento en el cual se afecto la reconsolidacion cuando se

habia bloqueado la evocacion de la memoria de miedo a un tono.

En éste ultimo trabajo mencionado (Ben-Mamou et al., 2006) se realizaron
experimentos con el objetivo de evaluar si los receptores glutamatérgicos, tipo AMPA
son necesarios para la reconsolidacion de una memoria del miedo después de su
reactivacion. En dicho estado la memoria es dependiente de nueva sintesis de
proteinas para estabilizarse de nuevo, ya que la anisomicina tiene efectos sobre el
trazo de memoria previo cuando es inyectada en la reactivacion de la misma. El
objetivo de este trabajo fue evaluar si existia un papel critico de alguno de estos
receptores en la transformacion de la memoria auditiva del miedo en la amigdala
basolateral de un estado consolidado a un estado labil. Utilizaron el paradigma de
condicionamiento auditivo del miedo en ratas, en el cual se aparea un tono como
estimulo condicionado (EC) con un choque eléctrico en la pata del animal como
estimulo incondicionado (El). Dicho apareamiento se realizo el primer dia, y el dia
posterior se realizo la sesion de reactivacion durante la cual s6lo se presento el
estimulo condicionado. Durante este dia se realizaron microinyecciones del
antagonista de receptores AMPA/kainato, CNQX, antes de la presentacion del EC y
posteriormente la de anisomicina, o bien la de sus respectivos vehiculos. Se realizd
una prueba para evaluar la memoria de corto plazo 4 horas después de la reactivacion

(PR-MCP) y una para la de largo plazo 24 horas despues (PR-MLP).

La inactivacion de los receptores AMPA no tuvo ninguna consecuencia en la
induccidn de labilidad de la memoria, con tratamiento de anisomicina, ya que durante
la prueba de largo plazo este grupo de animales presentd menor conducta de

congelamiento, lo cual indica que bajo estas condiciones la inhibicion de sintesis de



proteinas afectd la reconsolidacion. Su efecto fue sobre la evocacion de la memoria de
miedo el dia de la reactivacion ya que los animales inyectados sélo con CNQX o
acompariado de anisomicina presentaron un porcentaje menor de congelamiento, en
comparacion con el grupo vehiculo, lo que muestra que no fueron capaces de recordar
al no mostrar una conducta de miedo. El grupo de animales que recibio el tratamiento
de CNQX sin anisomicina presenté una conducta normal de congelamiento en las
pruebas de corto y largo plazo, mientras que los animales con tratamiento de CNQX'y
anisomicina presentaron un menor porcentaje de congelamiento (Figura 4.2). Lo
anterior indica que el tratamiento con CNQX no impide que se afecte la
reconsolidacion de la memoria aunque en el grupo de CNQX con anisomicina se haya
reducido la reactivacion el dia de la inyeccidén. En resumen estos datos demuestran
que los receptores AMPA son criticos para la expresion del condicionamiento de
miedo al contexto (Ben-Mamou et al., 2006).
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Figura 4.2. a) En el primer esquema se muestra el protocolo conductual que
se llevo a cabo, se realizo el apareamiento de los dos estimulos, tono-choque, y 24
horas después se inyectaron los farmacos antes o después de la presentacion del
estimulo condicionado (CS). Se realizd la prueba de largo plazo al dia siguiente
presentando nuevamente el tono. b) En esta grafica se muestra el porcentaje de
congelamiento en la fase de reactivacion, durante la cual se aplicé el tratamiento
farmacoldgico, asi como también la conducta durante las pruebas de corto (PR-
MCP) vy largo plazo (PR-MLP). En estos dias se presentd unicamente el tono. Se
observa un efecto del bloqueo de los receptores AMPA sélo sobre la evocacion de la
memoria durante la fase de reactivacion ya que los animales inyectados con CNQX
(C/V, C/A) presentaron una conducta menor de congelamiento en comparacion con
los vehiculo (V/V, V/A). Al dia siguiente los animales que fueron inyectados con
anisomicina y con CNQX (C/A) o solo con anisomicina (V/A), presentaron un
congelamiento menor, lo que indica que se afectd la reconsolidacion de la memoria



(Modificado de Ben-Mamou et al., 2006).

Estos autores sugieron que el hecho de que una memoria pueda reconsolidarse
sin que haya ocurrido su expresion podria ser Util para la aplicacion clinica donde se
utiliza la reconsolidacion en terapias de memorias traumaticas, en particular del
sindrome de estrés post-traumatico. De esta manera en estos tratamientos los
pacientes ya no tendrian que recordar los eventos traumaticos de manera explicita ya

que es una experiencia desagradable para ellos (Ben-Mamou et al., 2006).
En conclusion, los resultados de este trabajo demostraron que los receptores
AMPA son esenciales para la evocacion de la memoria del miedo en la amigdala

basolateral pero no asi para su reconsolidacion.

4.2. La teoria de la actualizacion de la memoria.

En estudios recientes, se ha discutido la funcién de la reconsolidacion y se ha
propuesto que es un mecanismo por el cual se actualiza un trazo de memoria. Uno de
estos trabajos es el de Rodriguez-Ortiz y colaboradores del 2005, en el cual a través
de la inhibicion de sintesis de proteinas en la Cl de ratas después de la reactivacion de
la atenuacion de la neofobia se afectd la memoria de esta tarea. La atenuacion de la
neofobia consiste en presentar un sabor novedoso al animal, como éste no conoce las
consecuencias del consumo del sabor bebe poco del mismo, si este sabor no tiene
ningun tipo de consecuencia nociva, los dias posteriores incrementara el consumo del
sabor hasta llegar a una asintota conductual. Los investigadores presentaron como
sabor novedoso sacarina y el dia posterior realizaron microinyecciones de
anisomicina después de la segunda presentacion del sabor, durante la cual los
animales bebieron un mayor volumen de sacarina en comparacion con el primero. Al
dia siguiente al presentar de nuevo la sacarina se observo en los animales inyectados
con anisomicina una reduccion en el consumo de sacarina en comparacion con los
animales vehiculo pero esta reduccion no llego al mismo nivel del primer dia (Figura
4.3), lo cual indica que se afectd el trazo previo de memoria de manera parcial por lo
que se afecto la reconsolidacion de la memoria por medio de la inhibicion de sintesis

de proteinas. Sin embargo, cuando se dio el tratamiento después de la sexta



presentacion del sabor, cuando ya se ha llegado a una asintota conductual, el
tratamiento no tuvo ningun efecto. Lo anterior sugiere que si no existe informacion

relacionada para ser aprendida, la memoria ya no es susceptible a ser afectada.
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Figura 4.3. En la primer gréafica se muestra que la inhibicién de sintesis de
proteinas puede afectar el trazo previo de memoria de manera parcial. Se presenta el
consumo en mL de sacarina a través de cinco dias, se observa que los animales
inyectados (flecha) con anisomicina (triangulos) inmediatamente despues de la
segunda presentacion del sabor tienen un consumo menor al dia anterior durante el
tercer dia en comparacion con los vehiculo (circulos) que incrementan su consumo.
Si se ha llegado a una asintota de desempefio, la anisomicina ya no tiene ningun
efecto sobre la memoria (segunda grafica) (Modificado de Rodriguez-Ortiz et al.,
2005).

Dado que no se vio afectada la memoria cuando se habia llegado a la asintota
de desempefio, probablemente debido a que ya no existia méas informacion acerca del
sabor, se inyecto un inductor de malestar gastrico, cloruro de litio, el sexto y séptimo
dia, y se observo que la anisomicina administrada bajo estas condiciones puede
afectar la memoria como se muestra en la siguiente grafica (4.4). Lo anterior indica
que la inhibicidn de sintesis de proteinas tiene efecto sobre la memoria cuando se
agrega informacion nueva relacionada, en este caso que el consumo del sabor ya no es

seguro para el animal.
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Figura 4.4. En esta figura se muestra que la anisomicina (triangulos) tiene
efecto sobre la memoria previamente consolidada cuando existe informacion nueva
relacionada, en este caso que el sabor dejo de ser seguro para la rata ya que se dio
LiCl como inductor de malestar gastrico. La flecha indica la inyeccion intracerebral
(Modificado de Rodriguez-Ortiz et al., 2005).

Se ha propuesto como hipdtesis que la reconsolidacion es un proceso en si de
actualizacion, dependiente de sintesis de nuevas proteinas y por medio del cual es
posible agregar informacion relevante a la memoria previamente establecida
(Rodriguez-Ortiz y Bermudez-Rattoni, 2007).

Aunque el trabajo antes descrito y otros han demostrado que el proceso de
reconsolidacion solo se observa bajo condiciones donde se actualiza la memoria, no
se habia demostrado si para actualizar la memoria es necesario que se de el proceso de
reconsolidacion. En el trabajo descrito a continuacion se demostré el punto antes
mencionado.

En el trabajo de Lee del 2008 se utilizo el condicionamiento de miedo al
contexto en rata, en el cual se asocia un choque eléectrico (EI) con un contexto (EC),
por lo que al colocar de nuevo al animal en el contexto se observa una conducta de
congelamiento como respuesta al El. Lee inyectd p-lac en el hipocampo dorsal, un
inhibidor del proteosoma encargado de degradar proteinas. Un reporte previo
encontrd que se necesita desestabilizar la memoria por medio de la degradacion de
proteinas para poder reconsolidarla; al inyectar el inhibidor del proteosoma
acompariado de anisomicina después de la evocacion, se bloqueo el efecto sobre la

reconsolidacion que tiene la anisomicina (Lee et al., 2008).



Por lo tanto Lee realizO experimentos para evaluar el papel que tiene la
degradacion de proteinas en la actualizacion de la memoria. Se realizaron dos
adquisiciones del condicionamiento, inmediatamente después del segundo se inyecto
anisomicina (ANI), B-lac, anisomicina/B-lac o bien sus respectivos vehiculos. La
prueba de memoria se realizd 24 horas después y se observo que los animales
inyectados con anisomicina presentaron una reduccion en el porcentaje de tiempo de
congelamiento con respecto al dia anterior, mientras que los animales vehiculo
aumentaron su conducta de congelamiento, lo cual indica que este tratamiento afectd
la reconsolidacion de la memoria. Sin embargo, los animales que tuvieron tratamiento
con B-lac acompafado o no de anisomicina, no presentaron cambios en la conducta de
congelamiento en comparacion con el dia anterior, es decir, se mantuvo la memoria
previamente adquirida en el mismo nivel. Lo anterior confirma que es necesario
desestabilizar el trazo previo de memoria para reconsolidar, pero también indica que

se necesita de esa desestabilizacion para actualizar la memoria (Fig. 4.5) (Lee, 2008).
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Figura 4.5. En esta grafica se muestra el porcentaje de
congelamiento durante dos adquisiciones del condicionamiento de miedo al contexto
y en la prueba de memoria realizada 24 horas después. Se observa que los animales
inyectados con veh/ani presentan una falta de memoria el dia de la prueba ya que
disminuye su conducta de congelamiento, mientras que en los vehiculo se observa un
incremento en el congelamiento. Sin embargo los animales que fueron inyectados con
p-lac/ani o f-lac/Veh presentan la misma conducta que el dia del segundo
condicionamiento, manteniendo la memoria en el mismo nivel, lo anterior indica que
para actualizar y reconsolidar una memoria es necesaria la desestabilizacion por



medio de degradacion de proteinas (Modificado de Lee, 2008).

En conclusion este trabajo indica que para que se de la incorporacion
de nueva informacion a la memoria previamente consolidada es necesario que ocurra

el proceso de reconsolidacion.

Por lo anterior, es de particular interés determinar si otros procesos

mnemicos son necesarios para ocurra la actualizacion de la memoria.

Por lo tanto en esta tesis se plantea probar si el proceso mnémico de
evocacion es necesario para que se actualice la memoria. En particular se estudiara la

memoria de aversion a los sabores.



V.- Planteamiento del problema, hipotesis, objetivos

5.1. Planteamiento del problema

1.- Dado los antecedentes descritos, la amigdala basolateral es una estructura
indispensable para la evocacion del CAS, a través de la actividad de los receptores
AMPA/kainato. El efecto sobre la memoria del bloqueo farmacologico de estos

receptores es temporal y no afecta pruebas posteriores de memoria.

2.- La participacion de estos receptores en la amigdala basolateral es exclusivo
sobre la evocacion de la memoria, por lo tanto, el bloqueo de los mismos antes de una
segunda adquisicion del CAS permitira evaluar si la evocacion de la memoria del
CAS es necesaria para actualizar dicha memoria. Esto es, permitira evaluar si los
procesos de adquisicion y consolidacion de informacidn relacionada a una memoria

previamente establecida son independientes del proceso de evocacion.

5.2.Hipotesis

La actualizacion de la memoria de aversion al sabor no es dependiente del

proceso de evocacion.

El objetivo de este trabajo es evaluar la hipdtesis anterior a través de los

siguientes objetivos especificos.

5.3.0bjetivos especificos

1.- Corroborar la participaciéon de los receptores AMPA/kainato en la
evocacion de la memoria del condicionamiento de aversion al sabor en la amigdala

basolateral, incluso en condiciones de asintota de desempefio de la tarea conductual.

2.- Evaluar si los receptores AMPA/kainato son necesarios para los procesos
de adquisicion y/o consolidacion de la memoria del condicionamiento de aversion al

sabor en la amigdala basolateral.



3.- Determinar si los procesos de adquisicion y/o consolidacion de la memoria
del condicionamiento de aversion son dependientes de la evocacion mediada por

receptores AMPA/kainato en la amigdala basolateral.

4.- Determinar si la actualizacion de la memoria del condicionamiento de
aversion es dependiente del proceso de evocacidon mediada por receptores

AMPA/kainato en la amigdala basolateral.



V1.- Metodologia

6.1. Sujetos

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (79) con un peso inicial entre 250
y 300 gramos, dichos animales fueron obtenidos del bioterio del Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM. Cada animal se coloc6 en una caja y se mantuvo bajo las
siguientes condiciones ambientales: temperatura de 22 + 1 °C, ciclo de 12 horas de
luz y 12 horas de obscuridad, y con acceso ilimitado a comida, el agua se restringio en
tiempos determinados durante la fase experimental, la cual se llevo a cabo durante la

fase de luz.

6.2. Cirugia e implantacion de canulas

Los animales fueron anestesiados previamente con una inyeccion
intraperitonial (i.p.) de una mezcla de ketamina (76 mg/ Kg) y xilazina (8 mg/ Kg).
Usando un aparato estereotaxico se les implantaron canulas bilaterales guia de 23Ga y
de 12 mm de largo a los animales de acuerdo a los procedimientos establecidos para
la amigdala basolateral (coordenadas: posterior 2.8mm, lateral £5mm, y ventral
6.5mm con respecto a Bregma) (Paxinos y Watson, 1998). Se utilizo una fresa dental
para perforar el craneo e introducir las canulas guia en el cerebro, dos milimetros
arriba de la estructura a estudiarse para evitar lesiones. Posteriormente fueron fijadas
con cemento dental y dos tornillos sujetos al craneo del animal. Al final del
procedimiento se aplicd penicilina como antibiotico para evitar infecciones. Se dejo
descansar y recuperar a los animales de la implantacion por 7 dias durante los cuales
tuvieron libre acceso a comida y agua, después se comenzd con los procedimientos

conductuales.
6.3. Farmacos

Se utiliz6 como vehiculo solucion salina (NaCl al 0.9%). Se utilizé el
antagonista de receptores AMPA/kainato de glutamato, NBQX (6-nitro-2,3-dioxo-
1,4-dihydrobenzo [flquinoxalina-7-sulfonamida) en una concentracion de 5 mg/mL.



6.4. Microinyecciones

Se inyectd el farmaco o solucion vehiculo a traves de agujas dentales
introducidas en las canulas guia y que rebasaron por 2 mm el sitio de canulacion
utilizando una jeringa Hamilton de 25 ulL, la cual se manej6o con una bomba
automatica de microinyeccion. Se inyectd 0.5 uL por hemisferio en la amigdala
basolateral durante un minuto, al terminar este tiempo se dejé el inyector dentro de la
canula un minuto adicional para permitir la completa difusion del farmaco en el

tejido.

6.5. Procedimientos conductuales

6.5.1. Inyeccion antes de la evocacion del condicionamiento de aversion a los
sabores (CAS)

Se privoé a los animales de agua por 24 horas. Durante los siguientes tres dias
se les proporciond, durante 15 minutos, agua a cada animal a través de una probeta
graduada y un tapon metalico que funcionaron como bebedero, al final se registro el
consumo de agua de cada animal para calcular la tasa de consumo base (linea base).
Al siguiente dia se realizo el condicionamiento en el cual se proporciond sacarina
0.1% durante 15 minutos y se registro el consumo individual, 15 minutos después se
les aplico una inyeccion intraperitoneal de cloruro de litio 0.15 M (10 mL/kg). Cuatro
horas después del condicionamiento se les dio a los animales agua durante 15 minutos
para evitar su deshidratacion. Al dia siguiente se realizaron las microinyecciones 20
minutos antes de un segundo condicionamiento con sacarina y cloruro de litio y por la
tarde se les proporciond agua para evitar deshidratacion, se registraron los consumos.

El dia posterior se presento sacarina 0.1% por 15 minutos para evaluar la memoria.

6.5.2. Inyeccion antes de la evocacion del condicionamiento de aversion a los

sabores (CAS) en condiciones de asintota de desempefio.

Dos grupos de animales (experimento 2) recibieron 4 adquisiciones con
sacarina y cloruro de litio con el mismo procedimiento conductual descrito arriba para
llegar a una asintota de desempefio de la tarea. Fueron inyectados, uno con solucion

vehiculo y el otro con NBQX, 20 minutos antes de la quinta adquisicion. La prueba se



realizo al dia siguiente y consistio en la presentacion de sacarina por 15 minutos.
Cuatro horas después de cada condicionamiento se dio agua por 15 minutos para
evitar deshidratacion.

6.5.3. Inyeccion antes de la primera adquisicion del CAS

Para descartar efectos del NBQX sobre la adquisicion y/o consolidacion de la
memoria del CAS, dos grupos de animales (experimento 3) recibieron 3 dias de linea
base y al cuarto dia fueron inyectados, uno con solucion vehiculo y el otro con
NBQX, 20 minutos antes de la primera adquisicion con sacarina y cloruro de litio
como se describio arriba. Al dia siguiente se les dio una segunda adquisicion y se les
realizo la prueba con sacarina un dia después. Se les proveyd con agua por 15 minutos

para evitar deshidratacion cuatro horas después de cada condicionamiento.
6.5.4. Inyeccidn antes de la primera presentacion de un sabor no familiar

Para descartar efectos del NBQX sobre el consumo del sabor, dos grupos de
animales (experimento 4) recibieron tres dias de linea base de agua y el cuarto dia se
les presentd por primera vez un sabor cuyo consumo es reducido en comparacion al
consumo de sacarina 0.1% (sacarina 0.3%) por 15 minutos. 20 minutos antes de la
presentacion de sacarina, un grupo fue inyectado con solucion vehiculo y el otro con
NBQX en la amigdala basolateral. A todos los animales se les proporcioné agua
durante 15 minutos para evitar deshidratacion inmediatamente después del consumo

de sacarina.

6.5.5. Histologia

Para corroborar los procedimientos quirdrgicos y saber si las canulas
implantadas se encontraban en la estructura estudiada se realizd un analisis
histologico. Al terminar los procedimientos conductuales, las ratas fueron inyectadas
con una sobredosis de pentobarbital sddico, después se prefundieron via adrtica con
solucion salina a concentracion fisioldgica de 0.9% para evitar cambios en el tejido.
Se extrajeron los cerebros y se colocaron en paraformaldehido al 4% para fijar el
tejido. Posteriormente se colocaron en solucion de sacarosa al 10, 20 0 30% (24 horas

en cada concentracion). Dias después se realizaron cortes del tejido cerebral de 40



micras con un micrétomo y se montaron los cortes en laminillas. Una vez listas las
laminillas se realizd una tincion con violeta de cresilo y se observaron en el
microscopio para verificar la localizacion de las canulas implantadas. En la siguiente
figura (6.1) se muestra una fotografia de un corte realizado en la ABL de una rata

utilizada para estos experimentos y se observa el inyector localizado en esta estructura

Figura 6.1. Corte coronal del cerebro de rata. En la derecha, la fotografia
muestra la localizacion del inyector en la amigdala basolateral (flecha). A la
izquierdo se muestra un esquema de la region (Paxinos y Watson, 1998).

6.6.6. Andlisis estadistico

Se realizaron pruebas t de Student no pareadas para comparar el consumo de
sacarina entre los grupos vehiculo y NBQX en un dia determinado. Un nivel de
probabilidad < 0.05 fue aceptado como estadisticamente significativo. También se
realizaron pruebas t de Student pareadas para comparar el consumo de sacarina entre
dos dias para el mismo grupo, se considerd un nivel de probabilidad < 0.05 como

estadisticamente significativo.



VII.- Analisis de resultados

7.1. Experimento 1

Efecto del bloqueo de receptores AMPA/kainato durante la evocacion del CAS

en la amigdala basolateral

En este experimento las ratas fueron canuladas en la amigdala basolateral y
posteriormente se les realizo el protocolo conductual del CAS. Se les privo durante un
dia de agua y en los tres dias siguientes se les dio la linea base. El cuarto dia se les dio
una primera adquisicion de CAS con sacarina y cloruro de litio, y el quinto dia se les
realiz6 la microinyeccion de NBQX o de solucion vehiculo 20 minutos antes de la
segunda adquisicion del CAS. Al sexto dia s6lo se les presentd sacarina por 15
minutos sin presentar después el cloruro de litio, a este ultimo registro se le denomin6

prueba.
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Figura 7.1. Procedimiento conductual del experimento 1. En este esquema se muestra el
protocolo conductual que se siguio en este experimento. Los primeros tres dias todos los
animales recibieron por 15 minutos agua (LBI1-LB3). El cuarto dia recibieron sacarina 0.1%
por 15 minutos, y 15 minutos después recibieron una inyeccion intraperitoneal (i.p.) de LiCl
(CAS 1). En el quinto dia se les inyecto en la ABL (flecha) NBQOX o solucion salina (NaCl al
0.9%) 20 minutos antes de proporcionarles sacarina por 15 minutos y 15 minutos después se
les inyecto LiCl i.p. (CAS 2). El sexto dia se realizo la prueba en la cual se les presento a los
animales por 15 minutos sacarina sin LiCL

Como se muestra en la figura 7.2, los animales inyectados con solucion
vehiculo presentaron en la segunda adquisicién, un consumo menor del 60% del
consumo observado en la primera presentacion del sabor (circulos negros), lo cual
indica que consolidaron la adquisicion del primer CAS; ademads, estas mismas ratas
mostraron en la prueba, un consumo menor al 30% con respecto al primer consumo.
Este resultado indica que adquirieron y consolidaron el segundo CAS. Se realizaron

pruebas de ¢ de Student pareadas para comparar los consumos del grupo vehiculo



entre CAS 1 y CAS 2, asi como también entre CAS 2 y la prueba. Dichos resultados
revelaron diferencias significativas en ambos casos, lo que confirma que adquirieron
y consolidaron la memoria de aversion al sabor después de los dos condicionamientos

(CAS 1-CAS2 #7=7.222, p < 0.01; CAS2-Prueba 7= 4.155, p <0.01).

Por el contrario, el consumo de sacarina de los animales inyectados con
NBQX antes del segundo CAS es similar en la primera y segunda adquisicion
(triangulos blancos). Ademas, el consumo en el segundo CAS es mayor al de los
inyectados con solucion vehiculo, lo cual indica que la evocacion de la memoria de
aversion al sabor del grupo inyectado con NBQX se vio afectada durante ese dia. Un
analisis con prueba de ¢ de Student no pareada entre ambos grupos revelod diferencias
significativas en el segundo CAS (#1s5= -3-382, p < 0.05). También se realizé una
prueba de ¢ de Student pareada entre los consumos del grupo inyectado con NBQX
para CAS 1 y CAS 2, la cual no mostré diferencias significativas entre los consumos
(tey= 0.209, p NS). Estos resultados apoyan la hip6tesis de que se afectd la evocacion

de la memoria de aversion al sabor con el bloqueo de los receptores AMPA/kainato.

En el dia de la prueba no se observaron diferencias entre los consumos de
ambos grupos, lo que apunta a que los dos grupos pudieron asociar y consolidar las
dos presentaciones del CAS a pesar del bloqueo de los receptores AMPA/kainato en
el grupo experimental durante el segundo CAS. Ambos grupos consumieron menos
sacarina en la tercera presentacion lo que indica una mayor aversion al sabor. Una
prueba de ¢ de Student no pareada no revel6 diferencias significativas para el tercer
consumo de sacarina entre los dos grupos (fis= -1.546, p NS). Ademas, un analisis
de ¢ de Student entre el CAS 2 y la prueba para el grupo inyectado con NBQX (#3)=
4.521, p < 0.01) mostro diferencias altamente significativas, lo cual sugiere que a
pesar de la falta de evocacion, el grupo experimental fue capaz de adquirir y
consolidar ambos condicionamientos. Estos resultados apuntan a que en la amigdala
basolateral son necesarios los receptores AMPA/kainato para evocar la memoria de
aversion al sabor pero no para adquirirla o consolidarla. Ademas, estos datos sugieren
que la adquisiciéon y consolidaciéon de dicha memoria no es dependiente de su

evocacion.
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Figura 7.2. Bloqueo de receptores AMPA/kainato en la ABL durante la evocacion del CAS.
En esta figura se muestran los consumos (en % de CAS 1) de ambos grupos de las dos
adquisiciones del CAS y de la prueba. Se puede observar el efecto del farmaco en la
evocacion de la memoria de aversion al sabor pero no asi en su adquisicion o consolidacion.

La flecha indica el momento de la microinyeccion. **= p < 0.01 entre los grupos en el CAS
2.

7.2. Experimento 2

Efecto del bloqueo de los receptores AMPA/kainato en la amigdala basolateral

en condiciones de asintota de desempeiio de la memoria de aversion al sabor.

En este experimento se realizd la linea base a las ratas igual que en el
experimento anterior. Posteriormente se les dieron cuatro adquisiciones de CAS, una
por dia, donde se les presentd sacarina por 15 minutos y 15 minutos después una
inyeccion intraperitoneal de LiCl. Al dia siguiente se realiz6 la microinyeccion del
farmaco 20 minutos antes de presentar, por quinta vez, la sacarina que fue seguida de
la inyeccion de cloruro de litio. Este experimento se realizo con el fin de evaluar los
efectos de la inhibicion de los receptores AMPA/kainato en condiciones donde la
fortaleza del trazo de memoria de aversion fuera mayor que en el experimento
anterior. Para esto, utilizamos un protocolo en el que los animales llegaron a una
asintota de desempefio en la cual se observo que el consumo de sacarina ya no

disminuy6 debido a que se habia alcanzado un nivel maximo conductual.
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Figura 7.3. Procedimiento conductual del experimento 2. En este esquema se muestra el
protocolo conductual que se siguio en este experimento en el cual se les dio a los animales
agua por 15 minutos durante tres dias (LBI-LB3). En los cuatro siguientes dias se les dio
sacarina (0.1%) por 15 minutos y 15 después una inyeccion intraperitoneal de LiCl (0.15M)
(CAS 1-CAS 4). El dia 8 se les inyecto en la ABL (flecha) el farmaco o la solucion salina
(NaCl al 0.9%) 20 minutos antes de presentarles la sacarina y el LiCl como en los dias
anteriores (CAS 5). Los tres siguientes dias se presento exclusivamente sacarina (Prueba I-

3).

Lo que se observa en la grafica 7.4 es el efecto del farmaco sobre la memoria
del CAS cuando se ha alcanzado la asintota de desempefio. Los animales inyectados
con NBQX (triangulos blancos) bebieron mucho mas liquido en comparacion con los
animales vehiculo el dia de la inyeccion debido al bloqueo de los receptores
AMPA/kainato. Este resultado sugiere, como en el experimento anterior, que la
actividad de estos receptores en la amigdala basolateral es necesaria para la evocacion
de la memoria de aversion. Ademas, este experimento muestra que este farmaco
impide la evocacion de la memoria de aversion incluso en condiciones donde la
informacion de aversion ya ha sido adquirida en cuatro ocasiones anteriores, esto es,
afecta la evocacion de la memoria de aversion a los sabores sin importar su fortaleza.
Una prueba ¢ de Student no pareada para el dia de la inyeccion reveld diferencias
significativas entre los volumenes consumidos por los grupos (fi3= - 2.884, p <
0.05), lo que comprueba que se afect6 la evocaciéon de la memoria de aversion al
sabor. Mas aun, el analisis de ¢ pareada entre el dia de la inyeccion y el CAS 1 mostro
que los consumos fueron similares en el grupo NBQX (#7= 1.4, NS); asi como
también fueron similares entre el dia de la inyeccion y el CAS 2 (f7= -1.174, NS).
Por el contrario, una prueba ¢ pareada para el grupo vehiculo indicé diferencias
significativas entre el dia de la inyeccion y el CAS 1 (t6= 27.904, p < 0.01); no
obstante, la ¢ pareada entre el dia de la inyeccién y el CAS 2 no mostr6 diferencias

significativas (¢= 1.74, NS).

Sin embargo, al dia siguiente de la inyeccion, en la prueba, los animales con
infusion de NBQX presentaron una aversion similar a la observada en los animales

vehiculo. Una prueba ¢ de Student no pareada entre los dos grupos para el dia de la



prueba revel6 la ausencia de diferencias estadisticas (#13= -1.055, p NS). Ademas, se
realizd una prueba ¢ de Student pareada entre el consumo del dia de la inyeccion de
NBQX y el dia de la prueba y reveld diferencias estadisticas para el grupo
experimental (#7= 3.34, p < 0.05). La misma prueba no revel6 diferencias para el
grupo vehiculo ()= 0.418, p NS). Estos resultados muestran que el NBQX afecto la
evocacion de la memoria de aversion pero que no impidio la expresion de la memoria

de largo plazo permanentemente.
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Figura 7.4.. Bloqueo de receptores AMPA/kainato en la ABL en condiciones de asintota de
desemperio del CAS. En esta grafica se muestra el consumo de sacarina (en % de CAS 1) a lo
largo de las cinco adquisiciones (CAS 1-CAS 5) y en los dias donde solo se presento sacarina
(PBAI1-PBA3). La flecha indica el dia de la microinyeccion. Se puede observar el efecto del
farmaco en la evocacion de la memoria de aversion al sabor incluso cuando ya se ha llegado
a una asintota de la conducta * = p < 0.05 entre los grupos el dia de la inyeccion.

7.3. Experimento 3

Efecto del bloqueo de receptores AMPA/kainato en la amigdala basolateral

durante la adquisicion del condicionamiento de aversion al sabor

En este experimento se canularon los animales en la misma region de la
amigdala basolateral y después de su recuperacion se realizo la linea base como en los
experimentos anteriores. Al dia siguiente se les inyect6 el farmaco 20 minutos antes
del primer consumo de sacarina (0.1%), y 15 minutos después de terminado el

consumo se les inyectd, via peritoneal, cloruro de litio para inducir malestar gastrico.



Al dia siguiente se les volvid a dar una adquisicion de CAS y 24 horas después se les

presento solo sacarina.

Dias m
1 2 3 4 | 5 | 6
Cirugia LB1 LB2 LB3 CAS1 I CAS 2 Prueba

Figura 7.5. Procedimiento conductual del experimento 3. En este esquema se muestra el
protocolo conductual que se llevo a cabo en el experimento. Los primeros tres dias se les dio
linea base por 15 minutos (LBI-LB3) a todos los animales. Al siguiente dia se les inyecto
(flecha) en la ABL el farmaco o solucion salina (NaCl al 0.9%) y 20 minutos después se les
dio sacarina (0.1%) por 15 minutos seguida de una inyeccion intraperitoneal de LiCl
(0.15M) 15 minutos después (CAS 1). El quinto dia se les presento de nuevo sacarina por 15
minutos y la inyeccion de LiCl 15 minutos después (CAS 2). El sexto dia se les presento
exclusivamente sacarina por 15 minutos para evaluar la memoria (Prueba).

Este experimento se realizo con el fin de corroborar que el farmaco no afecta
la adquisicion o consolidacion de la memoria de aversion al sabor tal como lo
sugieren los primeros dos experimentos. En la figura 7.6 se muestra que los animales
inyectados con NBQX no difieren en los consumos de sacarina con respecto a los
animales vehiculo en ninguin punto de la grafica. Se realizaron pruebas ¢ de Student no
pareadas entre los consumos de los animales vehiculo y los inyectados con la droga
para CAS 2 y la prueba y no se observaron diferencias significativas en ninguno de
los dos casos (CAS 2 #14= 0.189; prueba #14=-0.5; p’s NS). Ademas, se realiz6 una
prueba de ¢ de Student no pareada para los consumos (en mL) del primer CAS (fig.
7.6, abajo). Este andlisis tampoco reveld diferencias significativas entre los grupos
(tuey= 0.779; p NS). Estos resultados apoyan la hipdtesis de que el farmaco inyectado
en la amigdala basolateral no altera la adquisicion ni la consolidacion de la memoria
de aversion a los sabores sino que impide exclusivamente la evocacion y, puesto que
en estas condiciones no hubo informacion relacionada previa que evocar, no se

observo ningun efecto sobre la conducta.
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Figura.7.6. Bloqueo de receptores AMPA/kainato en la ABL en la adquisicion del
CAS. (arriba) En esta grdfica se muestran los consumos de sacarina (en % del CAS 1) de
ambos grupos en el CAS 1, CAS 2 y la prueba. Se observa que la droga no tuvo ningun efecto
sobre el consumo de sacarina al ser novedosa y que no se afecto la adquisicion ni la
consolidacion del CAS. La flecha indica el momento de la microinyeccion. No se observaron
diferencias estadisticas significativas entre los consumos de liquido de los grupos vehiculo y
los inyectados con el farmaco. (abajo) En la segunda grafica se muestra el consumo en mL.
de sacarina durante el CAS1. No se observaron diferencias significativas entre los consumos
de los dos grupos durante este dia.

7.4. Experimento 4

Efecto del bloqueo de receptores AMPA/kainato en la amigdala basolateral antes

de la presentacion de un sabor no familiar.

Este experimento se realizd con el fin de corroborar que no existe un efecto
secundario sobre la percepcion del sabor que afectara el consumo de la sacarina.
Cuando los animales prueban un sabor que no habian experimentado antes (no
familiar) beben muy poco del sabor novedoso en comparacion del agua por temor a

las consecuencias que éste pueda tener en su organismo. A esta conducta se le llama



neofobia y se utiliz6 en este experimento para descartar algin efecto del farmaco
sobre la percepcion ya que éste se iba a ver reflejado en el primer consumo de los

animales experimentales.

Los animales fueron sometidos al protocolo de linea base igual que en los
experimentos anteriores. Al dia siguiente se realizd la microinyeccion 20 minutos
antes de que se presentara la sacarina por 15 minutos sin la presentacion de cloruro de
litio. Como ya se describio, la concentracion de sacarina fue mayor en este
experimento, 0.3%, ya que con esta concentracion los animales presentan una mayor

neofobia a la sacarina en comparacioén por ejemplo del que se observa con 0.1% en
condiciones normales.
Dias
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Figura 7.7. Procedimiento conductual del experimento 4. En esta figura se muestra el
protocolo conductual del experimento en el cual por tres dias se les dio a los animales agua,
por 15 minutos (LBI-LB3). El cuarto dia se realizo la inyeccion en la ABL (flecha) del
farmaco o solucion salina (NaCl al 0.9%) 20 minutos antes de presentarles sacarina al 0.3%
por primera vez (NF) durante 15 minutos.

Los datos obtenidos mostraron que no existieron diferencias significativas
entre los consumos de sacarina de ambos grupos (f14= 0.057, p NS). Este resultado
apoya que la droga no tiene un efecto sobre la percepcion del sabor que altere el
consumo del mismo y que lo observado en los experimentos anteriores es debido a un

efecto especifico sobre la evocacion de la memoria de aversion a los sabores.
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Figura 7.8. Bloqueo de receptores AMPA/kainato en la ABL en la presentacion de un sabor
poco apetecible. En esta grdfica se muestra el consumo de sacarina (en mililitros) el dia de la
primera presentacion, se observa que ambos grupos beben igual de este sabor. La prueba t
de Student no revelo diferencias estadisticas entre los grupos (p NS).

VIII.- Discusion

8.1. La actualizacion de la memoria de aversion no depende de su evocacion

Se ha estudiado ampliamente la reconsolidacion a lo largo de los afos e
incluso en diferentes sistemas bioldgicos, sin embargo no se conoce a ciencia cierta
que finalidad tiene este proceso (Tronson y Taylor, 2007). Se ha propuesto que la
reconsolidacion es un proceso por el cual se puede afadir nueva informacion
relacionada a una memoria previamente establecida, ya que se ha reportado que para
que el proceso de reconsolidacion ocurra es necesaria la presencia de informacion
nueva relacionada a la memoria previa (Rodriguez-Ortiz et al., 2005; 2008). Este
proceso de actualizacion de la memoria puede involucrar la incorporacion de nueva
informacion o bien simplemente el reforzamiento de que la memoria es aun relevante

para el organismo (Tronson y Taylor, 2007).

En este trabajo se evaluod el papel de la evocacion en la actualizacion de la
memoria de aversion, esto se realizd a través del bloqueo farmacologico de los

receptores AMPA en la amigdala basolateral.



8.1.1 La evocacion de la memoria de aversion al sabor depende de receptores

AMPA /kainato

Nuestros resultados confirmaron que durante la evocacion del CAS es
necesaria la activacion de receptores AMPA. Esto se demostro en el experimento 1,
donde se inyecté NBQX 20 minutos antes de la segunda presentacion de sacarina y se
afect6 la evocacion de la memoria de aversion. Estos datos ya se habian reportado
por Yasoshima y colaboradores (2005) quienes inyectaron otro antagonista de
receptores AMPA, CNQX, 24 horas después del CAS y 20 minutos antes de la
segunda presentacion del sabor, ellos observaron que se afectaba la evocacion debido
a que los animales no presentaban aversion al sabor ese dia. En este trabajo sugirieron
que este efecto se debe a que hay un bloqueo la transmision sindptica excitatoria,
perdiendo la funcionalidad neuronal, lo cual es comparable con el efecto de la

tetrodotoxina (Yasoshima et al., 2005).

A diferencia de ese reporte en este trabajo dimos una segunda adquisicion del
CAS, con el fin de crear una condiciéon en la cual existe nueva informacion,
realizando la prueba al dia siguiente so6lo con el EC pudimos observar que los
animales adquirieron y consolidaron el CAS, a pesar de que el dia anterior no
pudieron evocar. Lo anterior demuestra que los receptores AMPA en la ABL no son

necesarios para la adquisicion o consolidacion de la memoria de aversion al sabor.

El hecho de que los animales pudieron adquirir y consolidar una segunda
adquisicion del CAS, en el experimento 1, es de particular interés ya que nos indica
que es posible agregar nueva informacion o informacion relevante a una memoria
previamente consolidada sin evocar, es decir, que la actualizacion de la memoria es

independiente de su evocacion.

En el 2008 se propuso que la actualizacion de la memoria depende de su
reconsolidacion ya que ambos procesos de memoria dependen de los mismos
procesos celulares (Lee, 2008), por lo cual podemos sugerir que, en los experimentos
descritos en esta tesis, la memoria se reconsolida cuando se actualiza, aunque en el
presente trabajo no se haya evaluado en especifico la reconsolidacién de la memoria

de aversion. De esta manera podemos aseverar que la reconsolidacion no depende de



evocacion, lo cual seria coherente con los datos del trabajo de Ben-Mamou et al.
(2006), los cuales demostraron que el proceso de reconsolidacion puede ocurrir sin

evocacion.

8.1.2.La evocaciéon de la memoria de aversiéon al sabor depende de receptores

AMPA /kainato en condiciones de asintota de desempeno

En el caso donde los animales ya han alcanzado una asintota de desempefio después
de cuatro adquisiciones del CAS, por lo cual la memoria es mas fuerte, se sigue
afectando la evocacion al aplicar el antagonista de los receptores AMPA/kainato o
bien su vehiculo, antes de la quinta presentacion del EC y del EI. Sin embargo al dia
siguiente los animales bebieron igual que los animales vehiculo, lo cual confirma que
el efecto de la droga es exclusivo sobre la evocacion de la memoria incluso cuando

esta es mas fuerte.

8.1.3.Los procesos de adquisicion-consolidacion del CAS no dependen de receptores

tipo AMPA /kainato

En nuestro experimento 3, se corrobor6 que el NBQX no afectd ni la
adquisicion ni la consolidacion del CAS, ya que la inyeccion del farmaco 20 minutos
antes de la primera presentacion del EC no afect6 el consumo de sacarina cuando se
realizo la prueba de memoria un dia después. Sin embargo, a diferencia de nuestros
datos, Yasoshima y colaboradores reportaron en el 2000 que para adquirir el CAS son
necesarios los receptores AMPA en la ABL. En su experimento inyectaron en la ABL
CNQX, antagonista de receptores AMPA, o solucion vehiculo después de la sacarina
y antes del cloruro de litio; lo que observaron fue que al dia siguiente los animales
inyectados con CNQX no presentaron aversion al sabor como el grupo vehiculo. Cabe
sefnalar que ellos usaron un antagonista de receptores AMPA (CNQX) diferente al que
se utilizd en este reporte (NBQX) y que aunque inyectaron el mismo volumen lo
aplicaron en una concentraciéon mas alta, 1 ug/ul, mientras que en nuestro trabajo
utilizamos de 0.5 ug/ul; también los momentos de la inyeccion son distintos ya que en
este trabajo se inyect6 20 minutos antes del EC mientras que ellos lo hicieron entre

los dos estimulos. Estas diferencias en el protocolo podrian explicar las discrepancias



entre nuestros resultados.

Asi también nuestros resultados difieren en otro aspecto que a continuacion se
describe con el trabajo de Yasoshima y colaboradores del 2000. Se sabe que la
activacion de los receptores NMDA depende de la entrada de sodio por canales de
tipo AMPA, ya que este 16n provoca un incremento en el potencial de membrana para
que eventualmente se alcance un umbral y se despolarice la célula, lo cual provoca
que se expulse el i6n de magnesio del canal NMDA ya que impide la entrada de iones
(Siegel et al., 1999). Yasoshima y colaboradores reportaron que la adquisicion de la
memoria de aversion depende de los receptores NMDA en la ABL. Ellos inyectaron
un antagonista de los mismos entre los dos estimulos el dia de la adquisicion y lo que
observaron al dia siguiente fue que la memoria se afectd al inhibir dichos receptores.
Por lo tanto concluyeron que la formacion de la memoria de aversion al sabor
depende de receptores glutamatérgicos de tipo NMDA. Por lo tanto si la formacion de
la memoria de aversion al sabor depende de éstos receptores, deberia depender
también de los receptores de tipo AMPA, ya que la activacion de los primeros
depende de los segundos. Sin embargo esto es contrario a lo que obtuvimos, una
posible explicacion seria que nuestra administracion del farmaco no estuviera
bloqueando por completo todos los receptores AMPA y que los que se mantuvieran
funcionales permitieran la activaciéon de los tipo NMDA y de esta manera los

animales son capaces adquirir y consolidar la memoria de aversion al sabor.

Ben-Mamou y colaboradores (2006) sugirieron que los receptores NMDA
podrian permanecer funcionales en algunos casos aunque los flujos de los receptores
AMPA se encuentren reducidos, lo cual explicaria el porque no se afectd la

reconsolidacidon de la memoria de miedo al contexto cuando se evitd la evocacion.

Asi también existen datos obtenidos por nuestro grupo de trabajo que
muestran que la corteza insular y la amigdala central son las estructuras que participan
en la consolidacion de la memoria de aversion al sabor (Garcia-DeLaTorre et al., no
publicado). En estos experimentos se realizaron dos adquisiciones del CAS y la
inyeccion de anisomicina se llevo a cabo antes del segundo condicionamiento. La
infusioén del farmaco o bien de su vehiculo se aplico en tres estructuras diferentes:

corteza insular, amigdala central o amigdala basolateral. Al dia siguiente se realizo la



prueba de memoria y se observo que los animales inyectados en la corteza insular o
en la amigdala central no consolidaron la memoria ya que bebieron la misma cantidad
de sacarina que el dia anterior, mientras que los animales inyectados en la amigdala
basolateral si presentaron una aversion al sabor como los animales vehiculo, lo que
demuestra que no se afectd la consolidacion de la memoria de aversion. Los
resultados anteriores demuestran que las estructuras involucradas en la consolidacion
de la memoria de aversion son la corteza insular y la amigdala central, no asi la

amigdala basolateral.

Por lo tanto es probable que el efecto del bloqueo de receptores
AMPA/kainato en ABL sobre la evocacion no tenga consecuencias sobre la

consolidacion, debido a que la CI y la ACe se encargan de consolidar dicha memoria.

Por ultimo, puede ser que nuestros resultados sean un reflejo de efectos no
relacionados con la evocacion. Sin embargo, estd posibilidad parece poco probable ya
que el experimento 3 demuestra que el incremento en el consumo del sabor no es por
algin efecto del farmaco en la percepcion del sabor, de haber sido asi los animales
experimentales hubieran bebido més que los vehiculo durante el primer consumo de
sacarina, lo cual no ocurri6. Ademads, para corroborar estos datos se realizo el
experimento 4, el cual consistid en inyectar a los animales con NBQX o solucion
vehiculo antes de la primera presentacion de sacarina, la cual tenia una concentracion
mas alta que la del experimento 3. Los animales experimentales y control bebieron
igual durante esta prueba, lo cual confirmo6 que la droga no tuvo ningtn efecto en la
percepcion del sabor u otras consecuencias no especificas que alteraran la conducta de

ingesta.



IX.- Conclusiones

A partir de los resultados de los experimentos antes descritos en este proyecto

podemos concluir lo siguiente:

- Los receptores AMPA/kainato en la amigdala basolateral son necesarios para
evocar la memoria de aversion al sabor, incluso en condiciones de asintota de

desempefio conductual donde la memoria es mas fuerte.

- Los receptores AMPA/kainato en la amigdala basolateral no son necesarios

para la adquisicion-consolidacion de la memoria de aversion al sabor.

- Los procesos de adquisicion-consolidacion de la memoria de aversion al sabor

relacionados a un trazo de memoria, no dependen de evocacion.

- Por lo tanto como no se evita la adquisicion-consolidacion de la memoria de
aversion al bloquear evocacioén, podemos decir que la actualizacién de esta

memoria no depende de evocacion.
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