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RESUMEN

La reconsolidacion se ha definido como un proceso mediante el cual la memoria
previamente almacenada, es reactivada y posteriormente estabilizada. Se ha sugerido que
es un proceso de actualizacion que permite la integracién de nueva informacién a un trazo
de memoria previamente consolidado. Se sabe que la corteza insular (CI) y la amigadala
basolateral (ABL) participan en el consolidacion a largo plazo de la memoria gustativa de
aversion al sabor a través de la sintesis de proteinas. Ademds, en un trabajo previo
observamos que tanto la CI como la ABL son necesarias para que la reconsolidacién del
condicionamiento de aversion al sabor (CAS) ocurra. Recientemente se demostré que los
receptores AMPA en la ABL son necesarios para la evocaciéon de la memoria de aversion,
sin embargo, no son necesarios para adquirir y consolidar dicha memoria. Por lo anterior
en este trabajo se evalu6 la participacion de la evocacién en la reconsolidaciéon de una
memoria de aversion. Para esto se utilizo el protocolo del CAS, en el cual se asocia un
sabor (sacarina) como estimulo condicionado (EC) con un inductor de malestar géstrico
(cloruro de litio), como estimulo incondicionado (EI); como respuesta a esta asociacién el
animal evita beber el sabor en las presentaciones posteriores. En una segunda adquisicién
del CAS se realizé una inyeccién de un antagonista de receptores AMPA (NBQX) en la
ABL y de un inhibidor de sintesis de proteinas (anisomicina) en la amigdala y CI al mismo
tiempo. Un dia después se presenté el EC en una prueba de memoria. Los animales
inyectados con NBQX y anisomicina no fueron capaces de expresar la conducta adquirida
(evocar) ademads de ser incapaces de reconsolidar, es decir, no adquirieron el segundo
condicionamiento y ademas se vio afectada la adquisicién anterior (CAS1). Sin embargo,
los animales que tnicamente se inyectaron con NBQX no evocaron la memoria pero si la
reconsolidaron. Con estos resultados podemos concluir que la evocacién no es necesaria
para la reconsolidaciéon de la memoria, ademas nuestros resultados proporcionan
evidencia de una posible disociacion molecular de los mecanismos que controlan y

regulan el proceso de reconsolidacion y evocacién de una memoria.



INTRODUCCION

Los seres vivos son capaces de responder a las exigencias de su medio y adaptarse
a él, estas caracteristicas se reflejan en cambios en su conducta que son resultado
del aprendizaje y la memoria. El aprendizaje es la capacidad de adquirir
conocimiento y comtinmente da como resultados cambios en la conducta. Al
proceso por el cual este aprendizaje es almacenado y recuperado a lo largo del
tiempo se le denomina memoria (Kandel et al 2000). Es decir, la memoria es una
herramienta indispensable en la naturaleza que nos permite sobrevivir a un medio
de condiciones variantes por medio de la modificaciéon de nuestra conducta de

acuerdo a lo aprendido en experiencias previas.

Se ha establecido que una memoria capaz de durar en el tiempo presenta tres fases:
adquisicién, consolidacién y evocacién (figura 1). La adquisicién o codificacion es
la entrada de nueva informacién para ser procesada (Kesner y Rogers, 2004). La
consolidacion se refiere al proceso de almacenamiento de la memoria a largo plazo,
a través de la sintesis de proteinas (McGaugh, 2000) y la evocacion es la expresiéon

de la conducta por la experiencia e involucra la recuperacion de la informacion

almacenada (Baddeley, 1999).
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Figura 1. Fases de la memoria. En esta grifica se muestra la intensidad de la memoria a lo
largo del tiempo. La memoria de corto plazo (MCP) se mantiene por lapsos cortos, hasta que
es consolidada y la informacion adquirida se almacena como memoria de largo plazo
(MLP). La informacion puede ser utilizada posteriormente en el tiempo por medio de su
evocacion (Modificado de Dudai, 2004).

El aprendizaje, como una propiedad del sistema nervioso, depende de las
caracteristicas plasticas de los circuitos cerebrales que son capaces de reorganizar
funcionalmente las representaciones del mundo en respuesta a cambios en la
informacién entrante relevante (Bermudez-Rattoni, 2007). Estos son los llamados
trazos de memoria que crean cambios estructurales en ciertas regiones del cerebro
como resultado de la informacién almacenada, estos trazos representan el sustrato

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

A lo largo de la historia la memoria ha sido objeto de estudio para todas las
culturas; su estudio formal comenz6 en el siglo XIX con los estudios del alemén
Hermann Ebbinghaus, quien en su trabajo “Uber das Gedichtnis” (Sobre la memoria),
realiz6 un andlisis sistematico de la memoria por medio de experimentos basados
en la memorizaciéon de silabas sin sentido con lo cual realiz6 una curva de

aprendizaje. A través de estos experimentos observé una relaciéon entre el tiempo y



la capacidad para recordar las silabas, ya que entre mayor era el tiempo después de
la adquisicién, menor nimero de silabas podian recordar. Posteriormente, William
James en su obra “Principles of Phsycology” (Principios de psicologia) realiz6 una
distincién entre lo que él llam6é memorias primarias y memorias secundarias
(Martinez y Kesner, 1998). Las primeras las definié 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 informacioén que ha dejado de
ocupar nuestra atenciéon y de la que hemos dejado de tener conciencia pero que
puede recuperarse a voluntad cuando se necesite (Bermudez-Rattoni y Prado,
2001). En la actualidad se hace referencia a los dos tipos de memoria analogos a los
propuestos por James; la memoria de corto plazo (MCP), cuando es de duracién
corta y va de segundos a horas y, la memoria de largo plazo (MLP) cuando la

duracion es mayor, dias, meses o afios (Dudai, 1993).

La Consolidacion

Para su almacenamiento a largo plazo, la memoria debe ser consolidada. El
término de consolidacién se atribuye a Miiller y Pilzecker quienes observaron que
las memorias tardan tiempo en fijarse (Dudai, 2004). Ellos encontraron que la
memoria recién aprendida era interrumpida por el aprendizaje de otro tipo de
informacién si éste era presentado poco tiempo después, 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 para su mantenimiento a largo plazo

(McGaugh, 2000).

De acuerdo con la hipétesis de la consolidacién, un trazo de memoria se estabiliza
y es capaz de fortalecerse a través del tiempo. Experimentalmente se ha
demostrado que ciertos tratamientos pueden interrumpir este proceso. En los afios

cuarenta se reporté que los choques electroconvulsivos después del entrenamiento



producen un deterioro en la memoria; sin embargo, cuando el mismo tratamiento
fue aplicado en puntos progresivamente mds distantes en el tiempo al
entrenamiento, los animales mostraron una reduccién significativa y gradual en el
deterioro de la memoria (Duncan, 1949). Los estudios de Duncan concuerdan con
la hipétesis de Miiller y Pilzecker, ya que propone que el aprendizaje requiere

tiempo para estabilizarse en una memoria duradera.

Durante la década de los sesenta se foment6 el desarrollo de multiples estudios
que demostraron que la administracién farmacolégica de inhibidores de sintesis de
proteinas, después del entrenamiento, provocaban que la MLP se viera afectada
(Flexner et al, 1962). Al contrario, la MCP no presentaba ningtan deterioro con la
aplicacion del mismo tratamiento. Por ejemplo, en un entrenamiento en un
laberinto en forma “T” entrenaron ratones para que aprendieran a escapar de un
brazo a otro ya que en uno de ellos recibian choques eléctricos. Al administrar
acetocicloheximida (un inhibidor de la sintesis de proteinas) intracerebralmente 5
horas antes del entrenamiento y realizando la prueba 3 horas después del mismo,
no se observd un deterioro en la MCP. Sin embargo, cuando la prueba fue
realizada en horas posteriores o incluso dias después, la MLP estaba severamente
afectada (Barondes y Cohen, 1967). Como conclusion de estos trabajos, se
establecié que la consolidacién es el periodo durante el cual nuevas proteinas son
sintetizadas en las neuronas para almacenar la informacién adquirida a largo plazo

(McGaugh, 2000).

El proceso celular responsable de la formacién de una memoria de corto plazo
implica s6lo la activacién de cascadas de transduccion, proceso por el cual la célula
transforma una sefial extracelular en wuna respuesta celular. Para el
almacenamiento de la memoria a largo plazo en cambio, las sefiales de
transduccion llegan al ntcleo celular en donde se lleva a cabo la transcripciéon que

a su vez, desencadena la traduccion del RNA el cual finalmente lleva a la sintesis



de nuevas proteinas, las cuales produce alteraciones temporales de la transmisién
sindptica en modificaciones persistentes de la arquitectura sindptica. A esto se le

conoce como consolidaciéon celular o sinaptica (Dudai, 2004).

MEMORIA GUSTATIVA

En la naturaleza, los organismos se enfrentan a la tarea de encontrar nutrientes y
conservarlos. Una de las estrategias para que los seres vivos puedan encontrar
comida y bebida es la capacidad de recordar un sabor previamente experimentado,
esto es la memoria de reconocimiento de sabores. Cuando un animal se encuentra
ante un sabor novedoso consume poco de este alimento ya que desconoce las
consecuencias gastricas que le pueda traer, a esto se le conoce como neofobia (NF).
Después de una primera presentacion del sabor, se pueden formar dos memorias
en el organismo: una memora gustativa segura o una memoria gustativa aversiva.
El tipo de memoria se determina de acuerdo a las consecuencias géstricas del
consumo del alimento y se puede medir en presentaciones posteriores de acuerdo
al aumento o disminucién del consumo. Por ejemplo, cuando el sabor no tiene
ninguna consecuencia téxica o es agradable para el animal este incrementa su
consumo presentando una atenuacién a la neofobia (ANF). Por el contrario,
cuando el sabor tiene una consecuencia de malestar , el sabor se registra como
toxico y en consecuencia el animal se rehtsa a seguirlo consumiendo presentando
una aversion a dicho sabor. A esta conducta se le conoce como condicionamiento
de aversion a los sabores (CAS) (Bermudez-Rattoni, 2004). En la figura 2 se
representa la linea conductual de los animales en ambos casos (sabor seguro o

sabor aversivo) para la memoria de sabores.
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Figura 2. En esta fiqura se muestran dos tipos de conducta que se observan como
consecuencia de haber ingerido un sabor nuevo. La primer presentacion del sabor
(adquisicion) es la neofobia. Cuando el sabor se codifica como seguro en presentacion
posteriores se incrementard el consumo (atenuacion de la neofobia), o bien si se asocia el
sabor novedoso con un malestar gdstrico el consumo siguiente disminuird (aversion a los
sabores) e ira aumentando en los dias siguientes al no presentar consecuencias gastricas
nocivas, este fendmeno se conoce como extincion (Modificado de Bermiidez-Rattoni, 2004).

El condicionamiento de aversion al sabor.

El CAS es un paradigma conductual descrito por John Garcia en 1955, en el cual un
sabor es utilizado como un estimulo condicionado (EC) y es asociado a un malestar
gastrico inducido (estimulo incondicionado; EI), que comtnmente consiste en una
inyecciéon de cloruro de litio (LiCl) intraperitoneal. Como resultado, el animal
asocia el EC con el EI presentando una disminucién en el consumo del sabor como

se observa en la figura 2. El CAS se esquematiza en la figura 3.
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Figura 3. Representacion esquemdtica del CAS. Podemos ver la presentacion del EC
(sacarina) y el EI (inyeccion de LiCl). Cuando el sabor es presentado de nuevo al animal

este evita su consumo debido a las consecuencias gdstricas (Modificado de Bermudez-
Rattoni y Prado, 2001).

Ambos tipos de memoria gustativa: memoria segura y memoria de aversion,
dependen de una representaciéon neural del sabor, que puede ser procesada en
paralelo en diversas regiones cerebrales cambiando su direccién hacia seguro o
aversivo, dependiendo de las consecuencias del consumo de un sabor. A esta
representaciéon neural se le llama trazo de memoria del sabor (TMS; Bermudez-

Rattoni, 2004).

El CAS cuenta con caracteristicas muy favorables que lo hacen un paradigma
conductual muy utilizado en el estudio de la memoria. Es de rapida adquisicion; se
requiere de s6lo un apareamiento entre el sabor (EC) y el inductor del malestar
gastrico (EI) para ver los efectos conductuales a largo plazo. El aprendizaje es
fuerte y duradero por lo que proporciona una ventana clara de tiempo en la cual
se pueden identificar sefiales neuronales. Ademas, se conocen algunas de las
estructuras cerebrales implicadas en el procesamiento de esta memoria. Por otra
parte, se puede adquirir aunque existan amplios intervalos entre la presentacion

del los dos estimulos (EC y EI); la posibilidad de separar los estimulos permite



estudiar los mecanismos involucrados entre las distintas fases del procesamiento

de la informacién (Bernstein y Koh, 2007).

La Corteza Insular y su participacién en la memoria gustativa

La corteza insular (CI) es una regién involucrada en el procesamiento y
almacenamiento de la memoria gustativa. En la rata se encuentra en la superficie
lateral del cerebro, y estd delimitada por un &rea que abarca desde la corteza
frontal hasta la corteza perirrinal en direccion al rostro caudal, en su parte ventral
va desde la corteza somatosensorial hasta la corteza periforme. La CI ha sido
referida como corteza visceral ya que recibe informacién de tipo gustativa y
conexiones del tdlamo, pero sus principales conexiones provienen del sistema
limbico, que son las aferencias de la amigdala (Bures et al, 1998). La CI ademas de
encargarse de procesar informacion gustativa en la rata, ha sido relacionada
fuertemente con la consolidacion del CAS y la atenuaciéon de la neofobia

(Bermuidez-Rattoni, 2004).

La CI recibe proyecciones de acetilcolina provenientes del nicleo magno basal y
fibras glutamatérgicas provenientes de la amigdala, talamo y de conexiones
corticocorticales (Davis et al, 1994). Estudios electrofisiolégicos muestran que la CI
presenta caracteristicas diferenciales en cuanto a estimulacién por medio de un
sabor determinado. Las neuronas que se estimulan preferentemente con un sabor
dulce se encuentran en la parte rostral, y con quinina primordialmente en la regién
caudal y la regién granular. Esto ha sugerido que la CI es la region responsable de
la percepcién gustativa, que no estd exenta de recibir otro tipo de informacién
sensorial, por lo que es considerada como una estructura multimodal en donde se

procesan las sefiales sensoriales (Yamamoto et al, 1989).



En un estudio realizado por Ferreira y colaboradores en el 2002, inyectaron APV,
un antagonista de los receptores NMDA (glutamatérgicos), una hora antes o una
hora después de la presentacion del sabor novedoso en un protocolo de CAS y
observaron un bloqueo de la formacién de la memoria de aversién. Asi mismo, un
estudio de Gutiérrez y colaboradores del 2003 demostr6 que bloqueando los
receptores NMDA antes de presentar el sabor ni la neofobia ni su atenuacién se
ven afectadas. De acuerdo a los articulos anteriores se puede decir que la memoria
de aversion requiere de la liberaciéon de glutamato en la corteza insular para su
formacion. Ademas, se ha reportado que la formacién de la memoria de aversiéon
activa al factor de transcripcion CREB (cAMP response-element-binding) en la
corteza insular (Desmedt et al., 2003), induciendo la sintesis de proteinas necesaria
para la consolidaciéon de la memoria de aversion en esta estructura cortical

(Rosenblum et al., 1993).

La Amigdala y su participacién en la memoria gustativa

La amigdala es una estructura que se ha asociado en la adquisicién y retencién de
memorias emotivas (McGaugh, 2004). Se ha relacionado con tareas de aversiéon
como el condicionamiento al miedo y la prevencién pasiva, asi como con
respuestas emocionales como el miedo y la agresién (LeDoux, 1993). Se sabe que la
sintesis de proteinas de novo es necesaria en el ntcleo central de la amigdala para

la consolidacién del CAS (Yamamoto y Fujimoto 1991; Yamamoto 2007).

En el cerebro de la rata la amigdala forma parte del l6bulo temporal medial y
participa en complejos pardametros moduladores de la integracion de la conducta,
tales como aprendizaje y mecanismos de defensa. Ademaés se sabe que la amigdala
es un componente indispensable para la evaluaciéon de la relevancia de la
informaciéon externa e interna del cuerpo y puede coordinar una respuesta

conductual (Wright et al., 1996). La amigdala en ratas puede dividirse en cuatro



nucleos: central (ACe), medial, basomedial y cortical, y basolateral(ABL) (figura 5)
(Swanson L. W., 1992).

La amigdala manda informacién al &rea hipotaldmica lateral, el nucleo
parabranquial, la médula ventrolateral y el ntcleo del tracto solitario,
mayoritariamente a la region parvicelular y en menor proporcion a la ventrolateral
(Spray et al., 2004). La ACe tiene conexiones con nucleo del tracto solitario, nucleo
parabranquial, la region agranular y el complejo taldmico posterior intra laminar
(zona inserta) de la corteza insular. Las neuronas del nucleo central, region lateral,
responden mayoritariamente a informacién cardiovascular y visceral provenientes
de la insula granular, disgranular visceral y agranular posterior (McDonald, 1999).
La ABL recibe informacion viscerosensorial de corteza insular, complejo taldmico

posterior intra laminar y del ntcleo central de la amigdala.

Cuerpo
i calloso Hipocampo Fimbria
Ventriculo

lateral Talamo

Nucleo central
basolateral de  d€ 2 amigdala
la amigdala

medial - Nucleo basomedial

Figura 5. Seccion coronal del cerebro de rata en la que se muestra la localizacion de la
amigdala y sus niicleos (Modificado de Swanson L. W., 1992).



LA RECONSOLIDACION

A finales de la década de los setenta, se plante6 que una memoria previamente
consolidada puede regresar a un estado 1abil, susceptible a la inhibicién de la
sintesis de proteinas, tras ser evocada. A este proceso se le dio el nombre de
reconsolidacion (Spear, 1973). El primer estudio sobre este proceso fue realizado
por Misanin y colaboradores en 1968, quienes entrenaron a un grupo de ratas en
una tarea de condicionamiento al miedo. Las ratas fueron habituadas a beber de
una botella en una cdmara en la que posteriormente se colocé al animal y tras
escuchar un tono (estimulo condicionado) recibia una descarga eléctrica en las
patas (estimulo incondicionado). Después de varias asociaciones entre los dos
estimulos, se obtenia una respuesta condicionada que consiste en una conducta de
inmovilidad. Durante la prueba presentaron nuevamente el tono y se utilizé como
variable del reflejo de la memoria el nimero de lengtietazos a la botella durante el
tono. La prueba de memoria se realizo 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
fenémeno se le denomind amnesia dependiente de clave y es lo que ahora se

conoce como reconsolidacion (Misanin et al, 1968).

En 1979 Lewis propuso un modelo (figura 6) que explicaba los estados de la
memoria como memoria activa y memoria inactiva. En su modelo propone que las
memorias nuevas y reactivadas son estabilizadas a través del tiempo pasando a un
estado inactivo. Pero al ser recordadas las memorias inactivas pueden regresar a
un estado activo (Lewis, 1979). Es decir, la memoria puede regresar a un estado

labil y necesitar ser reconsolidada al ser reactivada para ser estabilizada de nuevo.

El modelo mas comtun de la formaciéon de la memoria supone que las memorias

pueden hacer una transicion de MCP a MLP en el tiempo como resultado de la



consolidaciéon. Aunque la MLP puede ser olvidada, se piensa que es un estado de
relativa permanencia y estabilidad. El descubrimiento de que tras ser reactivada,
una memoria puede requerir una estabilizaciéon adicional (ser reconsolidada)
rompe por completo con este modelo linear de memoria y propone uno mas
dindmico en el que nueva informacién puede ser incorporada a un trazo

previamente consolidado (Nader, et al 2009).

d Reactivation

Inactive Active
T My MMy

Reconsolidation

Figura 6. Modelo de Lewis. El modelo de Lewis propone que una memoria inactiva puede
pasar mediante su reactivacion (al ser evocada) a un estado activo y después ser
reconsolidada para su posterior estabilizacion (Modificado de Nader et al., 2009).

En el 2000, Nader y colaboradores retomaron la idea de que una memoria podia
ser afectada después de su consolidacion y demostraron que ésta se volvia
susceptible a la inhibicién de la sintesis de proteinas al ser evocada (reactivada). En
este trabajo utilizaron el condicionamiento al miedo, el cual consiste en asociar un
tono a un choque eléctrico, y 24 horas después realizaron una sesion de evocacion
(se tom6 como indice de memoria la inmovilidad de los animales al escuchar el
tono) e inmediatamente después se inyect6 anisomicina (un inhibidor de la sintesis
de proteinas) en la ABL. Se observé un decremento en el tiempo de inmovilizacién,
o congelamiento al realizar una segunda evocacién 24 horas mas tarde, pudiéndose
observar el mismo efecto hasta 14 dias después del entrenamiento. Por lo tanto se

propuso que la reconsolidacién es un proceso en el cual las memorias evocadas



regresan a un estado de vulnerabilidad similar al de las recién adquiridas ya que
también requieren de la sintesis de proteinas de novo (Strekalova et al, 2003)

durante una ventana corta de tiempo después de su reactivacion (Debiec et al,

2002; Milekik y Alberini, 2002; Taubenfeld et al, 2001).

La actualizacion de la memoria

Estudios recientes sugieren que la reconsolidacién es parte de un proceso de
actualizacién que permite la integraciéon de nueva informacién a un trazo de
memoria previamente consolidado (Sara, 2000; Rodriguez-Ortiz et al., 2005; Morris
et al, 2006; Hupbach et al., 2007; Lee 2008). En el trabajo de Rodriguez-Ortiz y
colaboradores (2005) se utiliz6 la tarea de atenuacion de la neofobia (AN) en ratas
y a través de la inhibicién de la sintesis de proteinas en la corteza insular pudieron
afectar la reconsolidaciéon de esta tarea. La AN consiste en presentar un sabor
novedoso al animal que consumird poco por no conocer las consecuencias de su
consumo, si este sabor no ocasiona malestar en presentaciones posteriores, el
animal incrementard el consumo del sabor hasta llegar a una asintota conductual.
En la figura 7, se observa que no sélo se afect6é la consolidaciéon de una segunda
presentacion del sabor, sino que se afecta parte de la adquisicién anterior,
sugiriendo que se afect6 el trazo previo de la memoria de manera parcial. 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 ningtn
efecto. Lo anterior sugiere que si no existe informacion relevante, la memoria ya no

es susceptible a ser afectada.
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Figura 7. Aqui se muestra que la inhibicion de la 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 con anisomicina inmediatamente
después de la sequnda presentacion del sabor tienen un consumo menor(**) al dia anterior
durante el tercer dia en comparacion con los vehiculo que incrementan su consumo. Si se ha
llegado a una asintota de desemperio, la anisomicina ya no tiene ningin efecto sobre la
memoria (segunda grdfica) (Modificado de Rodriguez-Ortiz et al., 2005).

Por lo tanto, se ha propuesto como hipétesis que la reconsolidacién es un proceso
de actualizacién, dependiente de sintesis de nuevas proteinas y por medio del cual
es posible agregar informacién relevante a la memoria previamente establecida

(Sara 2000; Rodriguez-Ortiz et al., 2007; Lee et al., 2008).

EL GLUTAMATO

El glutamato es el neurotransmisor excitador del sistema nervioso central por
excelencia. Su participacién es muy importante en distintos procesos como la
coordinacién motora, las emociones, la cognicién, asi como también la formacién y
evocacion de la memoria (Siegel et al., 1999). Es uno de los neurotransmisores mas
estudiados en el contexto de la plasticidad sindptica, proceso que se refiere a las
modificaciones en las sinapsis que son necesarias para almacenar memorias
(Martin et al, 2000). Este se ha visto involucrado en la plasticidad dependiente de

experiencia y en la consolidacion de la memoria (Bermtdez-Rattoni, 2004). 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 presindptica para después ser
empaquetado en vesiculas que son liberadas durante la transmisién sinaptica.

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

Los receptores de glutamato han sido divididos en dos grupos: ionotrépicos y
metabotrépicos (Purves et al., 2003). Entre los receptores ionotrépicos existen tres
tipos nombrados de acuerdo a los agonistas que provocan su activacion; receptores
NMDA, receptores AMPA vy receptores kainato (Figura 10). 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
liberacion del magnesio que bloquea el canal cuando no est4 activo. La activaciéon
del canal ocurre cuando se despolariza la presindpsis y se libera el ién magnesio

para asi permitir el paso de iones.

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

débil o nulo en otros receptores (Siegel et al., 1999).

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. Una estimulaciéon
puede provocar la liberacién presindptica de glutamato, el cual se une a sus

respectivos receptores, pero inicamente 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
despolarizaciéon de la membrana que expulsa al tapén de magnesio del receptor
NMDA, éste ultimo ahora es capaz de responder al glutamato que se une a él,

dejando entrar sodio y calcio.

Figura 8. Esquema de receptores glutamatérgicos. Se muestran dos tipos de receptores
ionotrdpicos, NMDA vy los AMPA, asi como también los receptores metabotrdpicos tipo Iy
tipo I1. Se muestra en un rectingulo el antagonista de receptores AMPA (NBQX). Las dos
clases de receptores metabotrdpicos estin acoplados a proteinas G unidas a fosfolipasas (PI-
PLC) para el grupo I (Group 1) y a adenilato ciclasa (AC) para el grupo 1I (Group 1I). La
activacion de los receptores tipo II provocan que la proteina AC quede inactiva. Se cataliza
la produccion de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) a fosfatidilinositol-bifosfato
(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 sindptica. (Modificado de Siegel et al., 1999).



Receptores AMPA en la evocacién de la memoria

En afios recientes se han realizado estudios de tareas aversivas en los cuales la
expresion de la memoria durante su evocacion es afectada como consecuencia de la
inhibicion de los receptores AMPA a través de infusiones de CNQX (un
antagonista de receptores AMPA).

En un estudio reciente de nuestro laboratorio se realizaron inyecciones de NBQX
en la ABL durante la evocacién de un protocolo de CAS. Los animales inyectados
con el antagonista de AMPA antes de una segunda adquisicion no presentan
aversion el dia de la evocacion de la primera adquisicién, sin embargo presentan
una aversion similar a la del grupo control el dia de la prueba de memoria. Este
resultado indica que adquirieron y consolidaron el segundo CAS pero que no
evocaron el primer CAS el dia de la inyeccién. Este trabajo apoya la hipétesis de
que la evocaciéon de la memoria de aversion al sabor se puede afectar con el
bloqueo de los receptores AMPA sin afectar la consolidacién de la memoria en un
protocolo de actualizacion.
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Figura 9. Bloqueo de receptores AMPA 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 firmaco 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.



Ademads, se realizo otro experimento donde se bloqued la actividad de los
receptores AMPA en una asintota de aprendizaje del CAS. En una quinta
adquisicion se realiz6 la microinyecciéon del farmaco 20 minutos antes de la
sacarina. En la figura 10 se puede observar el efecto de la inyeccién de NBQX en la
ABL. Es evidente que los animales tratados bebieron mucho mas liquido en
comparacion con los animales vehiculo el dia de la inyeccién. 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 sin
importar la fortaleza de la misma.
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Figura 10. Bloqueo de receptores AMPA en la ABL en condiciones de asintota de
desemperio del CAS. En esta grifica 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 (PBA1-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.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Planteamiento del problema:

Dados los antecedentes descritos podemos concluir que los receptores AMPA en la
amigdala basolateral son necesarios para evocar la memoria de aversion al sabor,
incluso en condiciones de asintota de desempefio conductual. Los receptores
AMPA 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, no dependen de evocacion.

La Cl y la Amigdala participan en el almacenamiento a largo plazo de la memoria
gustativa de aversion al sabor a través de la sintesis de proteinas y dado que la CI
participa en la incorporaciéon de nueva informacién a un trazo de memoria;
entonces la Amigdala y la CI son necesarias para la reconsolidacion de la memoria

gustativa.

Hipotesis:

La reconsolidacion de la memoria de condicionamiento de aversiéon al sabor
mediada, por la sintesis de proteinas en la Amigdala y CI, no es dependiente de su

evocacion.

Objetivo:

Determinar si la actualizacién de la memoria del condicionamiento de aversion es
dependiente del proceso de evocacion mediada por receptores AMPA en la
amigdala basolateral y de la sintesis de proteinas en la CI y amigdala al momento

de la reactivacion de la memoria.



METODOLOGIA

Sujetos:

Se utilizaron 60 ratas macho de la cepa Wistar con un peso de entre de entre 250 a
300 gramos al inicio del experimento, con aproximadamente 10 semanas de vida, y
criadas en el bioterio del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Las cuales se
mantuvieron en cajas individuales con un ciclo de luz:oscuridad 12h:12h,
encendiéndose las luces a las ocho de la mafana. Las ratas fueron alojadas en cajas
de acrilico donde tuvieron acceso sin restriccién a comida y agua. Sélo estuvieron
privadas de agua durante la fase experimental. Los procedimientos se realizaron

durante la fase luminosa.

Cirugia e implantacién de canulas:

Todos los animales fueron anestesiados via intraperitonial (i.p.) con una mezcla de
ketamina (76 mg/ Kg) y xilazina (8 mg/ Kg). Empleando el procedimiento de
cirugia estereotdxica estdndar en la cual, una vez realizadas las trepanaciones con
una fresa dental, se implantaron canulas de 23Ga y de 12 mm de largo. Las canulas
fueron fijadas al crdneo con dos tornillos y cemento dental de acuerdo a las
siguientes coordenadas estereotaxicas (mm):

1) corteza insular, anterior 1.2, lateral + 5.5 y ventral 4 (Paxinos & Watson, 1986)

2) amigdala basolateral, posterior 2.8, lateral + 5, ventral 6.5. (Paxinos & Watson,

1986).

Las canulas fueron situadas 2 mm arriba del area de interés para evitar lesiones. Al
final del procedimiento se les aplicé penicilina como antibiético; después de la
cirugia a los animales se les dieron siete dias para recuperarse con acceso a comida

y agua sin restriccion.



A todos los animales se les implantaron 4 cénulas: bilateralmente en la corteza

insular y la amigdala basolateral.

Farmacos:

Se utilizo como vehiculo solucion salina fisiolégica (NaCl 0.9%. Se utiliz6 el
inhibidor de la sintesis de proteinas anisomicina (Sigma) a una concentraciéon de
120 mg/mL, concentracién que tiene efectos en la consolidacion de la memoria de
aversion (Rosenblum et al.,, 1993); se utilizo el antagonista de receptores
AMPA /kainato de glutamato, NBQX (6-nitro-2,3-dioxo-1,4-dihydrobenzo

[f]quinoxalina-7-sulfonamida) en una concentracién de 5 mg/mL.

Inyecciones:

Se inyect6 el farmaco o solucién vehiculo bilateralmente a través de agujas
dentales introducidas en las canulas guia y que rebasaron por 2 mm el sitio de
canulaciéon utilizando una jeringa Hamilton de 25 pL, la cual se manejé con una
bomba automatica de inyeccion. Se inyecté 0.5 pL por hemisferio en la amigdala
basolateral y en la corteza insular 1pl por hemisferio durante un minuto, al
terminar este tiempo se dejo el inyector dentro de la canula un minuto adicional

para permitir la completa difusién del farmaco en el tejido.

Histologia:

Después de terminado el experimento se realiz6 la histologia correspondiente para
corroborar si las canulas fueron implantadas adecuadamente. Para esto, las ratas
fueron anestesiadas profundamente con pentobarbital sédico (100 mg/kg),

después perfundidas por via adrtica con solucién salina (0.9 %). Los cerebros



fueron extraidos y puestos en paraformaldehido (4%). Una vez que el tejido estuvo
fijado fue puesto en soluciones de sacarosa del 10, 20 y 30% (24 horas en cada
solucién). Posteriormente los cerebros fueron cortados a 40 micras con un
microtomo, tefiidos con violeta de cresilo y analizados al microscopio con el fin de
verificar la posicion de las canulas. Los cerebros con una implantaciéon errénea

fueron descartados del anélisis estadistico.

Procedimientos conductuales

Inyeccién del inhibidor de la sintesis de proteinas y el NBQX durante la asintota de

desempeno:

Se priv6 a los animales de agua por 24 horas. Durante los siguientes tres dias se les
proporciond, durante 15 minutos, 30ml de agua a cada animal a través de una
probeta graduada y un tapén metalico que funcionaron como bebedero, al final se
registr6 el consumo de agua de cada animal para calcular la tasa de consumo base
(linea base). Al siguiente dia se realiz6 el condicionamiento en el cual se
proporcioné 30ml de sacarina 0.1% durante 15 minutos y se registré el consumo
individual, 15 minutos después se les aplicé una inyeccion intraperitoneal de
cloruro de litio 0.15 M (10 mL/kg). Cuatro horas después del condicionamiento se
les dio a los animales 30ml de agua durante 15 minutos para evitar su

deshidratacion.

Los animales recibieron 4 adquisiciones con sacarina y cloruro de litio para llegar a
una asintota de desempefio de la tarea. Fueron divididos segtin su consumo en dos
grupos e inyectados, uno con solucién vehiculo y anisomicina, el otro con NBQX 'y
anisomicina, 40 minutos antes se inyecto anisomicina y 20 minutos antes de la
quinta adquisiciéon se inyecto NBQX o solucién salina, segin el grupo al que

pertenecian. La prueba se realiz6 al dia siguiente y consistié en la presentacion de



sacarina por 15 minutos. Cuatro horas después de cada condicionamiento se dio

agua por 15 minutos para evitar deshidratacion.

Inyeccién de anisomicina y NBQX antes de la adquisicion del segundo CAS:

Tres grupos de animales recibieron una adquisicion del condicionamiento
conductual descrito previamente y antes de la segunda adquisicion fueron
inyectados como sigue: un grupo con anisomicina/NBQX, otro grupo con
anisomicina/aolucioén salina y el ultimo con vehiculo/solucién salina. La prueba se

realiz6 al dia siguiente y consisti6 en la presentacién de sacarina por 15 minutos.

Analisis estadistico:

Se realizaron pruebas t de Student no pareadas para comparar el consumo de
sacarina entre los grupos en un dia determinado. Un nivel de confiabilidad < 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.



RESULTADOS

Histologias:

Se realizaron las histologias de todos los animales utilizados durante los
experimentos con el fin de corroborar la correcta implantaciéon de canulas (figuras
11 y 12). Los animales con una cirugia errénea fueron descartados del andlisis

estadistico y los grupos quedaron como sigue:

En el experimento 1 se usaron las siguientes ratas: 16 ratas en el grupo

ANY/NBQX, 15 en el grupo ANY/SAL y 9 en el grupo VEH/SAL.

En el experimento 2 se usaron las siguientes ratas: 8 en el grupo ANY/NBQXy 5
en el grupo ANY/SAL.

Los analisis estadisticos se realizaron con un total de 53 ratas.

En la figura 11 podemos observar un corte coronal del cerebro de rata. En la derecha, la
fotografia muestra la localizacion del inyector en la corteza insular (flecha). Ala izquierda
se muestra un esquema de la region (Paxinos y Watson, 1998).



En la figura 12 podemos observar un corte coronal del cerebro de rata. En la derecha, la
fotografia muestra la localizacion del inyector en la amigdala basolateral (flecha). Ala
izquierda se muestra un esquema de la region (Paxinos y Watson, 1998).

Inhibicion de la sintesis de proteinas y bloqueo de receptores AMPA

(Experimento 1)

Se hicieron infusiones de anisomicina en amigdala y CI y NBQX en la ABL antes
de la presentacion del segundo CAS para evaluar el papel de la evocacién en la
reconsolidacion del CAS. En la figura 13 podemos observar que los animales del
grupo inyectados con anisomicina y vehiculo (ANY/VEH) muestran una notable
deficiencia de la memoria el dia de la prueba, lo cual concuerda con trabajos
anteriores del laboratorio que reportan que la inhibicién de sintesis de proteinas en
CI y ACe afectan la reconsolidacién del CAS (Garcia-delaTorre et al. 2009). Una t
no pareada mostré diferencias significativas entre el grupo ANY/VEH y el grupo
control (t(gl)= 17; p< 0.216). Los animales inyectados con anisomicina y NBQX
(ANY/NBQX) muestran deficiencias en la evocaciéon de la memoria el dia de la
segunda adquisicion del CAS (dia de la inyeccion) como lo indica una t no pareada
entre grupos (t(gl)= 19; p< 0.0054). Estos datos concuerdan con experimentos
realizados con anterioridad en el laboratorio, que demostraron que infusiones de
NBQX en la ABL impiden la evocacién del CAS. Este grupo de animales también
mostré incapacidad parar reconsolidar la tarea el dia de la prueba debido a la

inhibicion de la sintesis de proteinas tanto en la CI como en la amigdala. Una t no



pareada entre grupos revel6 diferencias significativas (t(gl)= 20; p< .0001) el dia de

la prueba de memoria.
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Blogueo de receptores AMPA en la ABL e inyeccion de anisomicina en CI 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, de la prueba y la extincion. Se puede observar el
efecto del farmaco NBQX en la evocacion de la memoria de aversion al sabor y el efecto de la
anisomicina en la adquisicion o consolidacion del sequndo CAS. La microinyeccion se
realizo en el CAS2. *=p 0-0054 **= p< 0.001 entre los grupos en el CAS 2.Los grupos
ANYSAL y ANY NBQX en la prueba y extincion no son diferentes entre si con una
p>0.05.

Inyeccién de Anisomicina y NBQX en asintota de CAS (Experimento 2)

Dado que reportes anteriores sugieren que durante la asintota de aprendizaje no
hay reconsolidaciéon (Rodriguez-Ortiz el al. 2005; 2008), quisimos ver si esta
asintota de aprendizaje impedia también bloquear la evocaciéon de la memoria.

Para ello se bloquearon los receptores AMPA en la ABL y se realiz6 la infusion de



anisomicina en la CI y amigdala en condiciones de asintota de desempefio del
CAS. En la figura 14 se puede observar el efecto del NBQX en la evocacién de la
memoria de aversion al sabor incluso cuando ya se ha llegado a una asintota de la
conducta, una t no pareada muestra diferencias significativas entre grupos (t(gl)=
11; p< .0002) confirmando que hay un déficit en la evocacion de la memoria el dia
de la inyeccién .Sin embargo, el dia de la prueba y una primera extincién no se
observa diferencias significativas como lo demostré una t no pareada (t(gl)= 11; p<

4246).
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Bloqueo de receptores AMPAo en la ABL e inyeccion de anisomicina en la CI en
condiciones de asintota de desemperio del CAS. En esta grifica 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 sdlo se presento sacarina (Prueba-extincion). La microinyeccion de los farmacos
ocurrio en el CAS5. 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, mientras que en la prueba y la extincion no se
observa diferencia significativa con una p>0.05 p=0.0002.



DISCUSION

A lo largo del estudio de la reconsolidaciéon de la memoria se ha considerado que
la evocacion juega un papel clave del proceso ya que permite que se active el trazo
de memoria ya consolidado dejandolo en un estado 14bil susceptible a ser
modificado (Lewis, 1979; Nader et al, 2009.). También se ha propuesto que la
reconsolidacion es un proceso de actualizacion por medio del cual es posible
agregar informacion relevante a la memoria previamente establecida (Sara, 2000;

Rodriguez-Ortiz et al., 2005).

Al respecto, Lee (2008) realizé un trabajo en el cual mostré6 que la degradaciéon
proteinica por el proteosoma es necesaria para que la memoria del
condicionamiento al miedo pueda ser reconsolidada, sugiriendo asi que la sintesis
de nuevas proteinas durante la reconsolidaciéon es a su vez, dependiente de la
degradacién proteica. Lee utilizé el condicionamiento de miedo al contexto en el
cual se asocia un choque eléctrico (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. Inyecté B-lac (un inhibidor del proteosoma, encargado de degradar
proteinas) en el hipocampo dorsal, acompafiado de anisomicina después de la
evocaciéon, como resultado observé un déficit de la reconsolidacion (figura 13).
Estos resultados indican que es necesaria la desestabilizacion (degradacion de
proteinas) del trazo previo de memoria y posterior estabilizaciéon (sintesis de
proteinas) para reconsolidar. Es posible que esta desestabilizaciéon permita la

incorporacién de nueva informacién a un trazo ya consolidado.
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Figura 13. En esta grifica 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 B-lac/ani o p-lac/Veh presentan la misma conducta
que el dia del segundo condicionamiento, manteniendo la memoria en el mismo nivel, lo
anterior indica que para reconsolidar una memoria es necesaria la desestabilizacion por
medio de degradacion de proteinas (Modificado de Lee, 2008).

Los resultados observados en esta tesis concuerdan con el trabajo realizado por
Yashoshima en el 2005, Yasoshima evalu6 el papel de los receptores ionotrépicos
AMPA en la memoria de reconocimiento de sabores par lo cual utilizaron la tarea
del CAS. Después de una adquisicion realizaron microinyecciones de CNQX, D-
APV (antagonista de receptores NMDA) o MCPG (antagonista de los receptores de
metabotrépicos de glutamato) en la ABL antes de la evocacién. Las ratas que
fueron inyectadas con CNQX no presentaron aversiéon al sabor el dia de la
evocacion (T1) como se muestra en la figura 14. Al dia siguiente (T2), los animales
inyectados con CNQX presentaron una gran aversion al sabor al igual que los
vehiculo y los inyectados con MCPG, lo cual indica que el efecto amnésico de la
droga fue temporal y reversible. Sin embargo los animales inyectados con APV
muestran un déficit de memoria, un efecto en la consolidacién de la memoria.

Estos resultados sugieren que el bloqueo de los receptores AMPA no modifica el

trazo de memoria pero si su expresion.
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Figqura 14. 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 llevo a cabo la
inyeccion y dia 2 (T2) o dia de prueba. Se observa un menor indice de aversion en el grupo
inyectado con CNQX en el T1 sugiriendo que dicho firmaco afecté la evocacion de la
memoria de aversion, mientras que ninguno de los otros firmacos tuvo ese efecto. Sin
embargo, durante el T2 sdlo los inyectados con D-APV presentan un deterioro de la

memoria (Modificado de Yasoshima et al; 2005).

En todos los trabajos antes mencionados, la evocacién parece ser el proceso que
permite que el trazo previo pueda ser reconsolidado. En este trabajo se evalu6 el
papel de la evocacion en la reconsolidacion de la memoria en un condicionamiento
de aversion al sabor, esto se realizé6 mediante el bloqueo de receptores AMPA en la
ABL ya que se sabe que estos receptores son necesarios para que haya evocacién
de la memoria (Berman et al., 2000; Yasoshima et al., 2005), ademas se inhibi6 la
sintesis de proteinas en la CI y ACe ya que sabemos por estudios previos que es

necesario afectar a ambas estructuras para que no ocurra la reconsolidacion.



En este trabajo pudimos observar que al inyectar NBQX en la amigdala se afecta la
evocacion de la memoria pero no la adquisicién o consolidaciéon de la misma
corroborando los datos de Berman (2000) y Yasoshima (2005). Cuando ademés se
inyect6 anisomicina en la CI y amigdala conjuntamente, antes de la segunda
presentacion del CAS, se afecta no sélo la evocacién de la memoria, pero también
la reconsolidaciéon de la misma. En este experimento, el dia de la inyeccién, los
animales beben una cantidad de sacarina similar al primer dia reflejando un déficit
en la evocacion, sin embargo beben significativamente menos volumen de sacarina
que los animales vehiculo el dia de la prueba, lo cual indica que también se afect6
la reconsolidacién. Sin embargo, los animales que solo fueron inyectados con
anisomicina se comportan de la misma manera que los animales vehiculo el dia de
la inyeccion pero no asi el dia de la prueba en donde demuestran un déficit en la
reconsolidacion de la tarea. En conjunto, estos resultados nos llevan a pensar que
la evocaciéon no es necesaria para iniciar el proceso de la reconsolidacion y que

ademas, se trata de dos procesos independientes (Experimento 1).

Recientemente, se han presentado pruebas de que la reconsolidaciéon es un
mecanismo que permite la incorporacién de informacién a un trazo previamente
consolidado (Rodriguez-Ortiz, 2005 y 2008; Lee, 2008). En estos experimentos se
sugiere que siempre que exista informacién relevante para introducir a un trazo de
memoria previamente consolidado, la inhibicién de la sintesis de proteinas es
capaz de irrumpir la memoria almacenada; es decir la reconsolidacion. Por ello,
cuando el desempefio de una tarea llega a un nivel asintético, la inhibiciéon de la
sintesis de proteinas no afecta la memoria. Basado en estos datos, quisimos
evaluar si cuando el CAS ha llegado a un comportamiento asintético, la doble
inyeccion (NBQX y anisomicina) podia afectar la reconsolidaciéon y/o evocacion
del CAS (Experimento 2). Los resultados que obtuvimos coinciden con la teoria de
la actualizacién de la memoria ya que no pudimos afectar la memoria en una

quinta adquisiciéon del CAS. Ademas pudimos observar que el bloqueo de los



receptores AMPA si impiden la evocacion conductual de la memoria

independientemente del nivel de aprendizaje.

Una explicacion para los datos anteriores es que el efecto conductual del bloqueo
de receptores AMPA (inhibicion de la evocacién) no impida que el trazo de
memoria sea activado por otros medios que no permiten la expresiéon conductual
de la evocacién. Sin embargo, de acuerdo a nuestros resultados, la evocacién no es
un paso necesario para que se lleve a cabo la reconsolidacion, lo indispensable es

en cambio, la presentacion de informacion relevante al trazo que sera incorporada.

Otra posibilidad es que al afectar a los receptores AMPA se esté afectando la
homeostasis del sistema y eso ocasione el déficit en la evocacién. La plasticidad
homeostética se refiere a aquellos cambios que estabilizan la actividad neuronal
ante otros cambios, como el ntimero de sinapsis o la fuerza de las conexiones, que
finalmente modifican su excitabilidad (Nelson y Turrigiano-,2008). Este proceso de
plasticidad homeostatica puede llevarse a cabo mediante escalamiento sinédptico,
que implica la insercion o remocion de receptores AMPA en la membrana
postsindptica para compensar periodos de fuerte actividad o largos periodos de
inactividad, pero manteniendo constantes los pesos relativos que fueron
establecidos por procesos plasticos anteriores de tipo hebbiano (que se refieren a
modificaciones sindpticas a largo plazo, ya sea fortalecimiento o debilitamiento,
que requieren de la correlacion entre disparos pre y post-sinapticos, por lo cual son
especificos e independientes a cada conexién (Abbott y Nelson, 2000). Estudios
recientes han demostrado que el bloqueo con TTX y CNQX que reducen de manera
indirecta la activaciéon de los receptores AMPA, pueden producirescalamiento

sinaptico.

De acuerdo a estos datos, podriamos estar interrumpiendo la homeostasis

sindptica a nivel del escalamiento sindptico de los receptores AMPA y de esta



manera podemos evitar la expresion de la conducta, pero no asi la capacidad de las

redes sinapticas para poder reconsolidar.

Los resultados de esta tesis concuerdan con datos obtenidos anteriormente en
nuestro grupo de trabajo que demuestran que la CI y la ACe son las estructuras
que participan en la reconsolidaciéon de la memoria de aversién al sabor (Garcia-
DeLaTorre et al. 2009). En estos experimentos se realizaron dos adquisiciones del
CAS y la inyeccién de anisomicina se realiz6é antes del segundo CAS, la infusiéon
del farmaco se realizo en tres estructuras diferentes: CI, ABL y ACE. El dia de la
prueba de memoria se observé que los animales que fueron inyectados en la CI o
en la Ace no consolidaron la memoria, mientras que los animales inyectados en la
CI y ACe de manera simultdnea no reconsolidaron ya que el trazo anterior se vio
afectado. Sin embargo, inyecciones simultdneas de anisomicina en la CI y ABL
tienen el mismo efecto que cuando sélo se afecta la CI. Por estos datos podemos
descartar un efecto secundario por el volumen inyectado y asegurar que la
conducta que observamos es debido al bloqueo de los receptores AMPA o a la

inhibicion de la sintesis de proteinas.

Quizas, el dato mas relevante de esta tesis es que la inhibicién de los receptores
AMPA a través de la droga NBQX impide la expresion de la evocacién conductual
pero no interrumpe el proceso de reconsolidacién de una memoria, en este caso del
CAS. Nuestros resultados coinciden con los resultados del grupo de Ben Mamou
en el 2006 donde demostr6 que en la memoria del condicionamiento al miedo, los
receptores AMPA en la ABL no son necesarios para su reconsolidaciéon. En éste
altimo trabajo (Ben-Mamou et al., 2006) se realizaron experimentos con la finalidad
de evaluar la participaciéon de los receptores AMPA en la evocaciéon de la
memoria del condicionamiento auditivo del miedo en ratas. En este
condicionamiento se aparea un tono (EC) con un choque eléctrico (EI). El

apareamiento se realiz6 el dia uno y en el dia dos se realiz6 una sesién de



reactivacion, que consistié en presentar tnicamente el EC. Durante este dia se
realizaron microinyecciones del antagonista de receptores AMPA, CNQX, antes de
la presentacion del EC y posteriormente la de anisomicina, o bien la de sus
respectivos vehiculos. Se realiz6 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 después (PR-MLP).

El grupo de animales que recibi6 el tratamiento de CNQX presenté una conducta
normal de congelamiento en las pruebas de corto y largo plazo pero un
congelamiento menor el dia de la inyeccion. Los animales con tratamiento de
CNQX y anisomicina presentaron un menor porcentaje de congelamiento el dia de
la prueba de MLP pero un déficit en la evocaciéon . Lo anterior indica que el
bloqueo de receptores AMPA no impide que ocurra la reconsolidacién de la
memoria pero si que sea evocada. Para poder afectar la reconsolidaciéon es
necesario inhibir la sintesis de proteinas al igual que para el CAS como pudimos

demostrar en esta tesis.



CONCLUSIONES

En conclusién, los resultados de esta tesis demostraron que los receptores AMPA
son esenciales para la evocacion de la memoria de aversién a los sabores pero no
asi para su reconsolidaciéon. Estos resultados proporcionan evidencia de una
posible disociacion molecular de los mecanismos que controlan y regulan el
proceso de reconsolidacion y evocacién de una memoria. Sabemos que la ABL es la
responsable de la evocacion pero no de la consolidacién o reconsolidacién del CAS

que a su vez esta a cargo de la ACe y de la CL

De momento no conocemos la razén de dicha disociacién de eventos y es necesario
realizar més estudios para conocer los disparadores del proceso de reconsoliaciéon

tanto a nivel conductual como a nivel molecular.

Nuestros datos coinciden con los de Ben Mamou en cuanto a que la
reconsolidacion no depende de evocacién, ademds nosotros pudimos demostrar

que tampoco es necesaria durante la actualizacién del trazo.
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