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RESUMEN

La teoria mas aceptada sobre la consolidacion de la memoria sugiere que este proceso esta
mediado por la sintesis de proteinas. A pesar de amplias pruebas que parecen apoyar esta
hipétesis, ha sido rebatida por datos recientes. Se observo que la administracion del inhibidor de
la sintesis de proteinas anisomicina, produce efectos secundarios (liberacion masiva de
dopamina, noradrenalina y serotonina, en la amigdala, ademas de acetilcolina en el hipocampo),
los cuales pueden ser la causa de los efectos amnésicos. Por otro lado, se ha demostrado que el
incremento de la experiencia de aprendizaje impide los efectos amnésicos de la administracion
sistémica de la cicloheximida. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar si se
presenta el efecto protector del aprendizaje incrementando en ratas tratadas con 31.25 ug/0.5 plL
de anisomicina o vehiculo en la corteza insular inmediatamente después o 30 min antes del
entrenamiento de la tarea evitacion inhibitoria, durante el que se aplicé un choque de 1.0, 3.0 6
5.0 mA. Se midio la memoria 48 horas después del entrenamiento. La administracion post-
entrenamiento de anisomicina produjo amnesia en aquellos grupos que fueron entrenados con
1.0 6 3.0 mA, mientras que el grupo entrenado con 5.0 mA no presenté amnesia. Administrada
pre-entrenamiento, la anisomicina interfirio con la MLP en todos los grupos. Estos resultados
permiten sugerir que el aprendizaje incrementado ejerce un efecto protector contra la amnesia
producida por la anisomicina cuando la se administra post-entrenamiento y que el mismo

aprendizaje incrementado acelera el proceso de consolidacion.



ABSTRACT

The most accepted theory about memory consolidation suggests that this process is mediated by
protein synthesis. Despite ample evidence that seems to support this hypothesis, it has been
challenged by some recent evidence. It was observed that central administration of the protein
synthesis inhibitor anisomycin (ANI) has important side effects (huge release of dopamine,
noradrenalin and serotonin, in the amygdala and hippocampus and also acetylcholine in the
latter structure), which may be the cause of the reported amnesic effects. On the other hand, it
has reported that enhanced inhibitory avoidance learning (IA) protects against the amnesic
effects of systemic cycloheximide. The objective of the present work was to determine whether
enhanced |A also has a protective effect in rats treated with ANI in the insular cortex.
Independent groups of rats were trained in 1A using different intensities of foot-shock (1.0, 3.0,
or 5.0 mA). ANI (31.25 pg/0.5 pL) or its vehicle was administered 30 min before or
immediately after training. Forty-eight hours later, their retention latencies they measured. Pre-
training ANI produced amnesia in all groups, while post-training ANI produced amnesia only
in the 1.0 and 3.0 mA groups. These data suggest that the protective effect of enhanced 1A
training (high foot-shock group) was due to acceleration of the memory consolidation process.
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1. INTRODUCCION

1.1 Aprendizaje y Memoria

Cada una de las cosas que se perciben en el entorno son estimulos que pueden llegar a
proporcionar informacion, la cual, una vez captada por nuestras células receptoras y
dependiendo del tipo de informacion (e g. dolor, mecanica, gustativa), es llevada y analizada a
diferentes regiones del cerebro. Cuando estos estimulos son repetitivos y presentan contiglidad
0 tienen una carga emocional, entonces la informacidn proporcionada adquiere un caracter muy
importante, debido a que nos indica regularidades en el ambiente que nos permitirdn generar
estrategias mas eficientes de adaptacion. La memoria representa una de las cualidades mas
notables de las que se valen los organismos para poder adaptarse a su medio ambiente.

Aunque existen maltiples conceptos sobre el aprendizaje, la mayoria de ellos coincide
en que este proceso es un cambio en la conducta, relativamente permanente, que es resultado de
la experiencia (Hilgard y Bower, 1973; Thompson, 1986); la informacion derivada de las
experiencias de aprendizaje, es almacenada y recuperada a lo largo del tiempo, es decir, la
memoria (Prado-Alcala y Quirarte, 1998). En la actualidad los investigadores del campo de la
neurobiologia de la memoria se han interesado en la busqueda de los trazos de memoria,
también llamado engrama. El trazo de memoria es el conjunto de cambios en el sistema
nervioso que representan a la informacion almacenada (Tronson y Taylor, 2007). Esta busqueda
ha originado dos grandes lineas de investigacion, una la constituye la busqueda de los
mecanismos celulares y moleculares de los que depende el almacenamiento de informacién, y la
segunda la busqueda de las estructuras cerebrales involucradas en dicho almacenamiento. Entre
los mecanismos que subyacen al establecimiento de la memoria se encuentran: a) cambios en la
cantidad de mediadores quimicos en la sinapsis que participan en el proceso, y b) incremento en
la sintesis de proteinas neuronales (Prado-Alcald y Quirarte, 1998).

La funcion de memoria es una funcién unitaria compuesta de numerosos sistemas y
subsistemas. Estos diferentes sistemas poseen caracteristicas comunes que justifican su
denominacién comun como memoria. Todas las formas de memoria implican tres fases, que
son: 1) adquisicidn, ocurre cuando la nueva informacién llega para ser procesada y mantenida
por un corto periodo; 2) consolidacion, en esta fase la informacion, a través de la sintesis de

proteinas, pasa de un estado labil a uno estable y finalmente 3) la evocacién, que sucede cuando
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se recupera la informacion almacenada para poder ser utilizada si es necesario (Baddeley,
1999).

La memoria también pude ser clasificada en funcion de la temporalidad, en este caso se
habla de la memoria de corto plazo (MCP) y memoria de largo plazo (MLP). Esta clasificacion
se revisara con mas detalle mas adelante.

En la basqueda de las estructuras cerebrales que estan participando en estos procesos, en
la presente investigacion se decidio utilizar el modelo de la evitacion inhibitoria, haciendo uso
de la rata como sujeto experimental. Este modelo ofrece la ventaja de que el entrenamiento se
puede llevar acabo en una sola sesion de corta duracion, se reduce considerablemente la
posibilidad de que los resultados experimentales se vean alterados por la intervencion de
factores ambientales como variaciones térmicas, humedad, entre otros, que en el caso de
entrenamientos de larga duracién pueden afectar la ejecucion de los animales.

La corteza insular fue elegida para este estudio por ser una region que puede ser clave en
diversos procesos de aprendizaje y memoria en cuanto a que en ella converge informacion de
todas las vias somatosensoriales y se conecta con el sistema limbico y con otras partes de la
corteza cerebral. Se ha descubierto que la corteza insular participa de manera importante en la
formacion de ciertas memorias de tipo aversivo o emocionales. Estudios recientes indican que
la corteza insular es una regién que podria formar parte del sistema de memoria del 16bulo
temporal, asi como tener una participacién en la fases iniciales consolidacion de la memoria
(BermUdez et al., 2005; Balderas et al., 2008). Ademés de que ya se ha comprobado su
participacion en la tarea de evitacion inhibitoria (EI).

Se ha establecido que uno de los eventos moleculares que parece participar en la
formacion de la memoria de largo plazo es la sintesis de proteinas. Si la sintesis de proteinas es
indispensable para el almacenamiento de la memoria de largo plazo, entonces la inhibicion de
dicha sintesis debera producir amnesia una vez que la informacién es adquirida en periodos
largos. En nuestro laboratorio se ha encontrado que bajo condiciones de entrenamiento
incrementado, la administracion sistémica de inhibidores de sintesis de proteinas que
usualmente son amnésicos dejan de serlo. En este trabajo se propone determinar si en la corteza

insular esto también ocurre.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Memorias de corto y largo plazo

La informacién adquirida o aprendida existe primero en una forma labil, susceptible a la
interrupcion, es la MCP; después se estabiliza y perdura en el tiempo en forma de MLP. La
MLP se estabiliza mediante un proceso hipotético conocido como consolidacion.

El estudio formal y sistematico de la temporalidad de la memoria inici6 con los estudios
realizados por el aleman Hermann Ebbinghaus durante el siglo XIX. Este investigador completd
una serie de experimentos utilizando materiales verbales conocidos como las silabas sin sentido
consonante-vocal-consonante, usandose asi mismo como sujeto experimental. Tras la
verificacion de su trabajo en 1885 publico un informe de su “Uber das Gedachtnis” (Acerca de
la memoria). El libro contiene entre otros resultados los del olvido en funcién del tiempo,
también conocidos como la curva del olvido. Afios més tarde, en 1890, el profesor en psicologia
de la Universidad de Harvard, William James propuso en su obra “Principios de Psicologia”, la
primera clasificacion de memoria con base a su duracion. Establecié la distincion entre dos
tipos de memorias: Memorias primarias y memorias secundarias, las cuales corresponden, en
forma respectiva, a la MCP y la MLP (Prado-Alcala y Quirarte, 1998).

En 1971 Atkinson y Shiffrin plantearon un modelo similar segtn el cual la informacion
aprendida o adquirida pasa a través de una serie de almacenes sensoriales, uno para cada
modalidad sensorial. Si esta informacidon es relevante para el organismo, se trasmite después a
un almacén de corto plazo o MCP; de otra forma decae y es rapidamente eliminada. Dicha MCP
es de poca capacidad y su funcion es mantener la informacion consciente y mediar el paso de
esta informacién a un almacén de capacidad ilimitada o MLP, donde se guardan los recuerdos
aun para toda la vida (Atkinson y Shiffrin, 1971; Baddeley, 1999). EI modelo de Atkinson y
Shiffrin propone que la informacién se transfiere de la MCP a la MLP comunmente a traves de
la repeticion de la informacion recién adquirida. Este modelo es estrictamente lineal ya que
supone que el primer almacén es necesario para gque la informacion pase al segundo (Squire y
Kandel, 1999).

Sin embargo, algunos reportes sugieren que la MCP no necesariamente es siempre el
primer paso hacia la MLP. La estimulacion o bloqueo farmacolégicos de varios sistemas de
neurotransmision (serotonina, noradrenalina, dopamina, glutamato y GABA) en la corteza

entorrinal y en el area de CA1 del hipocampo pueden afectar la MCP sin alterar la MLP en una
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tarea de evitacion inhibitoria (EI); este aprendizaje es motivado por el miedo que el animal
asocia a un determinado contexto con un estimulo que genera aversion. Ante la reexposicion al
contexto el animal despliega conductas de evitacion, las cuales son medidas e interpretadas
como fuerza del condicionamiento (Igaz et al., 2002; Izquierdo et al., 1999). Estos estudios
sugieren que la MCP puede no ser una etapa necesaria para la formacién de la MLP y que ésta
ultima se procesa independiente y paralelamente a la MCP.

Por lo tanto, en la actualidad se reconoce que la memoria tiene dos etapas: la MCP y la
MLP. La MCP es de corta duracion (segundos u horas), y la MLP tiene una duracién mayor, de
dias, meses o hasta afios (Dudai, 2004). La informacién adquirida existe primero en una forma
labil, susceptible a la interrupcién, después se estabiliza y perdura en el tiempo en forma de
MLP. La MLP se estabiliza mediante un proceso conocido como consolidacion y es un
requisito indispensable para su formacion (Figura 1).

Consolidacion

MCP MLP Evocacion

Evocacion

Memoria

Tiempo (escala log)

Figura 1. Representacion grafica en la que se ejemplifica la manera estdndar en que se conceptualiza la
consolidacién. El proceso de consolidacidn ocurre solo para la memoria de largo plazo y permite que sea estable en
el tiempo (Modificado de Dudai, 2004).
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2.2 Hipotesis acerca de la consolidacion

Los trabajos experimentales publicados en 1900 por los alemanes Miiller y Pilzecker llevaron a
acufiar el término conocido como consolidacion (Lechner et al., 1999). Este es un proceso por
el cual la informacion almacenada se estabiliza en un trazo de memoria que se fortalece a través
del tiempo y se vuelve resistente a la interrupcion (Dudai, 2004). Se ha demostrado
experimentalmente que distintos tratamientos, como los choques electroconvulsivos o la
administracion de inhibidores de la sintesis de proteinas (ISPs), pueden interrumpir este
proceso. Los primeros estudios de este tipo, fueron reportados a finales de la década de 1940
por Duncan, quien reportdé que la aplicacion de choques electroconvulsivos después del
entrenamiento produce un deterioro en la memoria. Sin embargo, cuando el mismo tratamiento
fue aplicado en momentos progresivamente mas distantes en el tiempo al entrenamiento, los
animales mostraron una reduccion significativa y gradual en el deterioro de la memoria
(Duncan, 1949).

La hipdtesis de la consolidacion de la memoria es hasta ahora la vision méas aceptada
para explicar el almacenamiento de informacion a largo plazo. El proceso celular detras de una
MCP implica sélo la activacion de cascadas de transduccion de sefiales, es decir, un proceso por
el cual una célula transforma una sefial extracelular en una respuesta intracelular. Para la
conversion a MLP las sefiales de transduccion llegan hasta al nucleo celular, en donde se lleva
acabo la transcripcién, y posteriormente la traduccién del ARN, finalmente se lleva acabo la
sintesis de nuevas proteinas, la cual es responsable de alteraciones temporales de la transmision
sinaptica que inducen modificaciones persistentes de la arquitectura sindptica. A esto se le

conoce con el nombre de consolidacion celular o sinaptica (Debiec et al., 2002).

2.3 Consolidacion: La sintesis de proteinas

Katz y Halstead, plantearon en 1950 que el trazo de memoria debia ser mantenido por
macromoléculas de gran importancia bioldgica tales como los &cidos nucleicos o proteinas.
Flexner y colaboradores (1963) decidieron investigar si la permanencia de la memoria de largo
plazo estaba relacionada con las proteinas. Sus descubrimientos impulsaron los primeros
estudios realizados en la década de 1960 que exploraron el papel de la sintesis de proteinas en la

consolidacion de la memoria (Flexner et al., 1963). En estos trabajos se inyectaron
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sistemicamente o intracerebralmente farmacos ISPs algunos minutos despues del entrenamiento
(Agranoff et al., 1965).

Un ejemplo de estos estudios es el trabajo de Barondes y Cohen (1967). Los autores
administraron acetocicloheximida, un potente inhibidor de la sintesis de proteinas (véase tabla
1), en el cerebro de ratones 5 horas antes del entrenamiento en una tarea de laberinto en T. Los
animales aprendieron que podian evitar una descarga eléctrica si se trasladaban a un brazo
especifico del laberinto. Los autores observaron que cuando la prueba se realizd6 3 horas
después del entrenamiento no hay efecto por la aplicacion del farmaco en el desempefio de la
tarea; sin embargo, pruebas realizadas 24, 96 y 168 horas después del entrenamiento mostraron
un claro deterioro de la memoria. La conclusion a la que llegaron los autores fue que la sintesis
de proteinas no es necesaria a corto, pero si a largo plazo. Cabe destacar que en este estudio se
report6 un porcentaje de inhibicion de la sintesis de proteinas mayor al 90% y con una duracion
de aproximadamente 3 horas (Barondes et al., 1967). Como conclusion de estos trabajos, se
encontré que la administracion de los ISPs han revelado un deterioro en la formacién de la
memoria de largo plazo pero no en la de corto plazo; ademas, se report6 que el efecto amnésico
es dependiente del momento de la administracion, ya que entre menor es el intervalo entre la
experiencia de aprendizaje y la aplicacion del farmaco, mayor es la interferencia con la
consolidacién de la memoria, llegandose a un intervalo en que ya no se observan efectos sobre
la memoria. También se ha encontrado que la aplicacion de ISPs inmediatamente antes del
aprendizaje no produce deficiencias en la MCP (Agranoff et al., 1965; Barondes et al., 1967).
En la tabla 1 se muestran algunos de los farmacos que se han empleado en la investigacion
acerca de la consolidacion de la memoria.

Una gran cantidad de informacion ha demostrado que la aplicacion de los ISPs bloguea
la formacién de MLP. Por ejemplo, se ha reportado que la inhibicion de sintesis bloquea la
MLP de la memoria de reconocimiento de objetos en ratas (Lima et al., 2009) y el aprendizaje
de aversion a los sabores en ratas (Rosenblum et al, 1993; Bahar et al., 2003) y en pollos
(Mileunisc et al., 2005), entre muchas otras. Por ello es que se ha aceptado que la sintesis de
proteinas es un requisito necesario y evolutivamente conservado en la consolidacion de la
memoria, puesto que se ha encontrado que ocurre tanto en especies de vertebrados como de
invertebrados (Freeman et al., 1995; Ezzeddine y Glanzman, 2003; Watanabe et al., 2005). Esto
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apoya la hipotesis de que la sintesis de proteinas es necesaria solo para la consolidaciéon y no

para ningun otro proceso relacionado con la misma (Davis y Squire, 1984).

TABLA 1. PRINCIPALES INHIBIDORES DE LA SINTESIS DE PROTEINAS MAS
UTILIZADOS EN LA INVESTIGACION ACERCA DE LA CONSOLIDACION DE LA
MEMORIA

Farmaco Proceso Sitio de accion
afectado

ActinomicinaD | Transcripciony Se une al ADN en el inicio de la transcripcion y
replicacion del  evitando asi la elongacion por la ARN polimerasa.
ADN

Puromicina Elongacion Estructura similar al aminoacil-ARNt de la tirosina.

(Traduccién)  Por tanto, se enlaza al sitio A del ribosoma vy

participa en la formacion de enlaces peptidicos,

produciendo peptidil-puromicina. Sin embargo, no

toma parte en la traslacion y se desacopla

rapidamente  del ribosoma, causando una

terminacion prematura de la sintesis del polipéptido.

Cicloheximida

y Elongacion Actua interfiriendo la actividad peptidil transferasa
Acetocicloheximida | (Traduccion)  del ribosoma 60S en células eucariotas.

Emetina Traduccion Inhibe la traslocacion de peptidil-tARN desde el

sitio de union en el ribosoma. Interfiere en el

alargamiento de la cadena polipeptidica, bloqueando

la sintesis proteinas en células eucariotas.

Anisomicina
Traduccion Se une a la subunidad 60S del ribosoma e impidela

(Formacién de  union peptidica y consecuentemente la elongacion
los enlaces de la cadena polipeptidica e inhibe a la peptidil
peptidicos) transferasa.

Tabla 1. Se resumen los principales inhibidores de la sintesis de proteinas que mas se han empleado en la
investigacion acerca de la consolidacion de la memoria (Modificado de Mileunisc, 2004).
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En diversos estudios, los resultados obtenidos con estos farmacos parecen alentadores,
ya que se obtiene una alta inhibicién de la sintesis de proteinas; sin embargo, se requieren de
dosis efectivas que resultan, en la mayoria de los casos, ser toxicas para los animales
(Mileunisc, 2004). Entonces un grupo de investigadores introdujeron en este campo un farmaco
que al parecer supera las dificultades previas: la anisomicina (Flood et al., 1973). Este farmaco
resultd ser un excelente agente amnésico a dosis efectivas que no son tdxicas, ademas de que se
puede administrar de manera repetida. La anisomicina es un inhibidor potente, estructuralmente
especifico y reversible que bloquea la actividad metabdlica de las peptidil transferasas, las
cuales son enzimas que catalizan la adicion de aminoacidos para la formacién de péptidos
durante la sintesis de proteinas. Con relacion a esto, diversos grupos de investigacion han
estudiado a fondo las propiedades de la anisomicina, asi como su contribucion en el deterioro de
la memoria durante diversos paradigmas de aprendizaje. En este sentido, se ha demostrado que
este inhibidor tiene un periodo de actividad de varias horas, cuyo pico de accion para alcanzar
la inhibicion del 90% de la sintesis proteica esta entre los 20 y 30 minutos después de su
administracion (Davis y Squire, 1984; Mileunisc, 2004). Recientemente se ha observado que la
administracion de anisomicina en diferentes regiones corticales, varia en cuanto a su periodo de
actividad, dependiendo del tipo de administracion que se realice. Por ejemplo, el efecto de la
inyeccion local de anisomicina es revertido hasta por horas después de su administracion,
(Wanisch y Wotjak, 2008).

Se cree que estos tratamientos aplicados poco tiempo después del aprendizaje, y que
afectan a la consolidacion, interfieren con el desarrollo de modificaciones en la funcionalidad
de las sinapsis, dependientes de esta sintesis de proteinas, para la estabilizacion de la memoria;
a estas modificaciones se les conoce genéricamente como plasticidad sinaptica. La plasticidad
sindptica ha sido definida como cambios en la eficiencia sindptica que permiten el
fortalecimiento de asociaciones entre neuronas (Lynch, 2004), o también como la propiedad de
las sinapsis de modificar la eficiencia con la que se transmite informacién de una a otra neurona
(Escobar y Derrick, 2007). En la actualidad se cree que la plasticidad sinaptica es la base del
almacenamiento de informacion en el cerebro (Escobar y Derrick, 2007).

En 1949 D. O. Hebb plante6 que el almacenamiento permanente de la memoria en los
circuitos debe darse mediante modificaciones en las sinapsis de las neuronas a través de

cambios morfoldgicos y/o funcionales a consecuencia de la actividad sinaptica (Cooper, 2005);
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este ultimo punto lo asentd en lo que hoy se conoce como el postulado de Hebb, que propone
que si una neurona excita a otra de manera repetida y persistente, una o ambas células sufriran
procesos de crecimiento o cambios metabdlicos que daran lugar a un aumento en la eficacia de
la comunicacion entre las dos (Cooper, 2005). Este principio fue el primero que proponia
formalmente el almacenamiento de la memoria mediante cambios fisiologicos en el sistema
nervioso (Cooper, 2005). Sin embargo, su propuesta no tuvo fuerte apoyo experimental hasta
que, en 1973, Bliss y Lomo descubrieron la potenciacion a largo plazo (Habib y Dringenberg.,
2010). Estos autores aplicaron estimulacion eléctrica breve de alta frecuencia (de 50 a 100Hz)
en la via perforante, y registraron la respuesta en el giro dentado del hipocampo de conejos,
observando que la fuerte estimulacion era capaz de generar un aumento en la eficacia sindptica
que durd varias horas en el animal anestesiado, y meses en el animal atento (Squire y Kandel,
1999; Lynch, 2004). Nombraron a su descubrimiento potenciacion a largo plazo (LTP por sus
siglas en inglés). Actualmente es el principal modelo experimental usado para estudiar los
cambios asociados a la experiencia, el cual ha ayudado a comprender la naturaleza de los
procesos mnémicos.

Interesantemente, la LTP se desarrolla en dos fases, la LTP temprana, de corta duracién
(1 a 3 horas; Blitzer et al., 2005) e independiente de sintesis de proteinas, y la LTP tardia, que
es mas duradera que la LTP temprana (hasta meses en el animal vivo; Blitzer et al., 2005), y
depende de la sintesis de proteinas para su formacion. Brevemente, para la LTP temprana es
necesaria la activacion de los receptores N-metil D-aspartato glutamatérgicos (NMDA) (aunque
se han descrito formas de LTP que no dependen de la actividad de estos receptores; Lynch
2004), la entrada masiva de Ca®" a la postsinapsis, y la activacién de otras moléculas, como
proteinas cinasas, las cuales ligan la actividad que induce la LTP con el encendido de la
maquinaria celular de sintesis de proteinas (Blitzer et al., 2005). Para la LTP tardia se requiere
la activacion de factores de transcripcion, expresion de genes, y sintesis de proteinas (Malenka
y Bear, 2004; Blitzer et al., 2005). Por lo tanto, se especula que, dado que la MCP no necesita
de la sintesis de proteinas, este tipo de memoria podria ser formada por mecanismos analogos a
la LTP temprana, mecanismos que involucran fundamentalmente cambios en proteinas ya
existentes (Martin et al., 2000).
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Un estudio reciente realizado Cohen-Matsliah y colaboradores (2010) han propuesto que
el aprendizaje induce una reduccion en la hiperpolarizacion, que se manifiesta en la reduccion
del disparo neuronal en células del hipocampo y células piramidales de la corteza cerebral, que
tiene una duracién de varios dias después de la adquisicion. Asimismo los autores demostraron
que aplicando una estimulacién eléctrica breve de alta frecuencia semejante, a la que se utiliza
para generar LTP, se puede inducir una reduccion en la hiperpolarizacion en neuronas
cultivadas del hipocampo. Esta reduccién en la hiperpolarizacion se mantiene por varias horas
semejantes una L TP tardia, lo cual este estudio permite sugerir que es dependiente de sintesis de
proteinas.

Los resultados demostraron que aplicando una estimulacion de alta frecuencia (20
estimulos que fueron aplicados en frecuencias de 50 Hz), induce una hiperpolarizacién de corto
plazo que puede ser transformada en una reduccion de la hiperpolarizacion, que persiste por
periodos prolongados alrededor de tres a cinco horas. Interesantemente se observo que los
efectos de la anisomicina no ocurren, si esta es aplicada una hora después de la estimulacion
sinaptica. Esto plantea la posibilidad de que la reduccion de la hiperpolarizacion a largo plazo
sea dependiente de la sintesis de proteinas, un requisito para llevar acabo la consolidacion
sinaptica. Aunado a lo anterior, debido a que la MLP requiere de esta sintesis de proteinas, es
posible que su formacion dependa de mecanismos analogos a aquellos que subyacen a la
formacion de la LTP tardia (Habib y Dringenberg, 2010).

2.4 ¢Es necesaria la sintesis de proteinas para la consolidacién?
A pesar de la amplia evidencia que apoya la teoria de que la formacion de la memoria de largo
plazo requiere de sintesis de proteinas, ésta ha sido cuestionada por evidencias recientes.
Algunos reportes demuestran que existen efectos inespecificos producidos por los ISPs, los
cuales podrian ser causa importante de los efectos amnésicos de estos farmacos (Martinez et al.,
1981). Uno de los primeros efectos inespecificos descritos para los ISPs es su capacidad de
inhibir la sintesis de catecolaminas y producir la acumulacion de tirosina (Flexner y Goodman,
1975; Freedman et al., 1982) y esto sugeria que a estos efectos secundarios se debia la amnesia
producida por los ISPs.

Un trabajo reciente realizado por el grupo de Paul E. Gold demuestra que hay efectos

inespecificos que pueden explicar, al menos parcialmente, el bloqueo de la MLP producido por
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este tipo de farmacos. Este grupo descubrié que la administracion de una dosis amnésica de
anisomicina en la amigdala, produce un incremento en la liberacion de noradrenalina, dopamina
y serotonina, muy por encima de los niveles basales medida en el sitio de la infusion (hasta un
17,000 %) (Canal y Gold, 2007; Canal et al., 2007). También reportaron que, ademas de la
amnesia y la liberacion masiva de los neurotransmisores descritos, el mismo tratamiento induce
la liberacion exagerada de acetilcolina en el hipocampo (Qi y Gold, 2009). El blogueo de los
receptores a noradrenalina de la amigdala al momento de las inyecciones de anisomicina atenda
la amnesia producida por la anisomicina. Estos resultados sugieren que las inyecciones de este
inhibidor en la amigdala interfieren con la formacion de la memoria mediante la induccion de
extensos cambios en los perfiles de liberacion de noradrenalina, dopamina, serotonina y
acetilcolina (Canal et al., 2007; Qi y Gold, 2009). Otras evidencias sugieren también que bajo
determinadas modificaciones a las tareas de aprendizaje, como un mayor numero de ensayos
(Barondes y Cohen, 1967; Flood et al., 1975) o el incremento en la intensidad del
entrenamiento (Flood et al., 1972), la administracion de ISPs no tienen efecto sobre la

consolidacién de la memoria.

2.5 Efecto protector del aprendizaje incrementado
Durante mucho tiempo, en nuestro laboratorio hemos estado interesados en el efecto protector
del entrenamiento incrementado contra tratamientos que normalmente son amnésicos. Una
experiencia incrementada de aprendizaje, es decir, una situacion donde un individuo recibe un
mayor numero de sesiones de entrenamiento o intensidades de estimulacion relativamente altas
(sobrerreforzamiento) bloquean el efecto de tratamientos experimentales que interfieren con el
proceso de consolidacion.

Los primeros estudios en relacion con la proteccién de la memoria inducida por alto
nivel de entrenamiento fueron descritos en la década de los setenta. Prado-Alcala et al. (1972)
administraron atropina en el nacleo caudado de gatos y midieron sus efectos sobre la retencién
de una tarea instrumental reforzada positivamente (presionar una palanca para recibir leche) y
se encontr6 un fuerte efecto amnésico. En esta misma época, también se describio, por primera
vez, que cuando esta tarea instrumental es sobreentrenada, el bloqueo colinérgico del caudado
ya no interfiere con la MLP de esa tarea (Prado-Alcala et al., 1977). Posteriormente, este grupo

de trabajo encontr6 el mismo efecto protector al inyectar un antagonista colinérgico en el
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estriado de ratas entrenadas en un aprendizaje de alternancia espacial reforzado positivamente
(Prado-Alcala et al., 1978). Con el transcurso de los afios, se ha demostrado el efecto protector
de la memoria en otra tarea de aprendizaje denominada evitacion inhibitoria (EI), también
designada como prevencién pasiva (Prado-Alcala et al., 2007). Esta tarea consiste en colocar a
un roedor en un compartimiento iluminado, separado por una puerta deslizable de otro
compartimiento oscuro; debido a su fotofobia innata el roedor cruza al compartimiento oscuro.
Una vez que ha cruzado, se le administra un choque eléctrico en las patas. Cierto tiempo
después (minutos, horas o dias) se repite el procedimiento, pero omitiendo el choque y se puede
observar que el animal no pasa (o pasa después de una gran latencia) de nuevo al
comportamiento oscuro. Esta conducta de inhibicién motora implica que la rata almaceno en la
MLP la experiencia de aversion (Prado-Alcald y Quirarte, 1998).

De acuerdo con Mowrer (1951) la tarea de El tiene componentes de aprendizaje tanto
clasico como instrumental. Los cambios de conducta que ocurren durante la sesion de
entrenamiento dependen de un condicionamiento clasico, debido a que se asocia el choque
eléctrico con el compartimiento oscuro en donde se recibio ese estimulo nociceptivo. El animal
asocio el miedo a un estimulo neutral, que es el contexto. El animal, motivado por el miedo,
emite una gran cantidad de respuestas (chillidos, saltos, miccion, defecacion) hasta que presenta
la respuesta correcta que lo lleva escapar del choque. Durante la sesion de prueba, el animal
ejecuta la respuesta instrumental, que consiste en la inhibicion motora, por lo que al evitar
trasladarse al compartimento en el que recibi6 el choque, su respuesta es reforzada por la
ausencia del estimulo nociceptivo.

Para la tarea de EI, ain se desconoce el circuito del almacenamiento de la informacion,
debido a que se trata de un conjunto complejo de asociaciones; sin embargo, se ha comprobado
ya la participacion de varias estructuras cerebrales, lo que una vasta literatura asi lo demuestra
(Ambrogi-Lorenzini et al., 2000; McGaugh, et al., 2002). Estas estructuras se mencionan a
continuacion: el estriado (Pérez-Ruiz y Prado-Alcala, 1989), la amigdala (BermUdez-Rattoni y
McGaugh, 1991), el hipocampo (lzquierdo et al., 1992), la sustancia negra compacta (Cobos-
Zapiain et al., 1996), el nucleo basal magnocelular (Lopez-Garcia et al., 1993), la corteza
insular (Bermudez-Rattoni et al., 1991; Miranda y McGaugh, 2004). Recientemente se reporto
que la corteza medial prefontal y la corteza cingulada anterior son regiones posiblemente

implicadas en la formacion de la MLP de esta tarea (Zhang et al., 2011).
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Prado-Alcala y colaboradores encontraron que existe un efecto protector producido por
el entrenamiento incrementado en la tarea de EIl, que impide la amnesia que cominmente se
produce con la administracion sistémica de escopolamina, (antagonista de los receptores
muscarinicos de acetilcolina) (Cruz-Morales et al., 1992; Duran-Arévalo et al., 1990). Este
efecto protector del entrenamiento incrementado también ha sido corroborado en estructuras,
que son indispensables para el establecimiento de la memoria de esta tarea, como la sustancia
nigra (Cobos-Zapiain et al., 1996), el estriado (Diaz del Guante et al., 1990) y el hipocampo
(Quiroz et al., 2003).

Un estudio reciente demostré que la administracion subcutanea de cicloheximida (un
inhibidor de la sintesis de proteinas) 30 minutos antes o inmediatamente después del
entrenamiento con intensidades bajas de choques eléctricos produce un deterioro en la memoria
cuando se realiz6 la evocacion a las 24 horas, en contraste con los animales sometidos a un
entrenamiento incrementado (administracion de choques de intensidad mas alta) en los que no
se presentd este efecto (véase la figura 2) (Diaz-Trujillo et al., 2009). Asimismo hemos
demostrado que la administracion de anisomicina en el hipocampo dorsal, 15 minutos antes del
entrenamiento con intensidades bajas de choques eléctricos produce deterioro en la MLP. En
cambio, con intensidades mayores no se present0 ese efecto, como se muestra en la figura 3
(Rodriguez-Serrano, 2010). Algunos estudios previos sugieren que en ratones que fueron
entrenados en la tarea de El, el efecto amnésico producido por la administracion de ISPs
administrado 15 minutos antes del entrenamiento se reduce cuando se aumenta la intensidad de

la estimulacion aversiva (Flood et al., 1972; Flood et al., 1973; Quartermain y McEwen, 1970).
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Figura 2. A. Se muestran medianas y percentiles de las latencias en grupos de animales a los que se administrg,
subcutaneamente, 2.8 mg/Kg de cicloheximida (CXM) o solucién vehiculo (VEH) inmediatamente después del
entrenamiento. En el eje de las abscisas se indican las intensidades de choque utilizadas aplicadas a cada grupo de
animales. En el dia de la prueba, 24 horas después, se observo una deficiencia significativa en la retencién (memoria
de largo plazo) en los grupos entrenados con las intensidades mas bajas, pero no en el entrenado con la mayor de
intensidad de choque. B. En el mismo estudio, grupos de animales a los que se administrd, subcutaneamente, 2.8
mg/Kg de CXM o VEH 30 minutos antes del entrenamiento presentan deterioro en la MLP cuando fueron entrenados
con la menor intensidad pero no los de mayores de intensidades de choque. (* p <0.05 comparado con respecto con
el VEH) (Modificado de Diaz-Trujillo et al., 2009).

En sintesis, se ha demostrado que la consolidacion de la memoria depende del
funcionamiento neuronal normal, asi como de la experiencia, de tal manera que cuando se
interfiere con el funcionamiento neuronal (por alguna lesion o por una manipulacion
farmacoldgica en determinada region cerebral) antes o inmediatamente después de la
adquisicion de la tarea, se interfiere con la consolidacion de la memoria. Sin embargo, cuando
se incrementa el aprendizaje por un mayor numero de sesiones de entrenamiento
(sobreentrenamiento) o por una mayor intensidad de estimulacion (sobrerreforzamiento), dicha
interferencia en la consolidacion no se presenta, por lo que hay un efecto protector del
aprendizaje incrementado ante tratamientos amnésicos. En otras palabras, si el sujeto es
sometido a una experiencia incrementada de aprendizaje, probablemente las estructuras
cerebrales implicadas en el proceso de consolidacién sufren un arreglo funcional en paralelo
con otras estructuras que se sabe participan en el establecimiento de la memoria de la tarea El
(Prado-Alcalé et al., 2007).
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Figura 3. Se muestran medianas y percentiles de las latencias en grupos de animales a los que se administro
anisomicina o solucion vehiculo en el hipocampo dorsal 15 min antes del entrenamiento En el eje de las abscisas se
indican las intensidades de choque utilizadas aplicadas a cada grupo de animales. En el dia de la prueba, 48 horas
después, se observd una deficiencia significativa en la retencion (memoria de largo plazo) en los grupos entrenados
con las intensidades mas bajas, pero no en el entrenado con la mayor de intensidad de choque. (* p <.05 comparado
con respecto con el vehiculo) Para mayor claridad en el lado derecho se muestra un indice de arbitrario de memoria
(Modificado de Rodriguez- Serrano, 2010).

2.6 La corteza insular: organizacién estructural

La corteza insular (Cl) es una regién que estd relacionada con el procesamiento y
almacenamiento de la informacidon gustativa. En el cerebro de la rata, se encuentra en la
superficie lateral del hemisferio cerebral, en la region dorsal del surco rinal rostral a la corteza
perirrinal, por donde cruza la arteria cerebral media.

Histologicamente se divide en tres regiones, granular, agranular y disgranular, debido a
la presencia 0 ausencia relativa de neuronas granulares (véase en figura 4). En ratas, la ClI
comprende un area de 3 mm y 1 mm por encima y a lo largo del surco rinal alrededor de la
arteria media (Braun et al., 1982).

La region disgranular esta relacionada con el sistema gustativo (Yamamoto et al.,
2006). Es una estructura importante tanto para la deteccion del sabor como de los efectos
viscerales posteriores. La corteza gustativa (CG) presenta conexiones reciprocas con la

amigdala y con el nucleo parabraquial.
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Figura 4. Seccién frontal del hemisferio izquierdo del cerebro de la rata. (A) Se muestra el area correspondiente a la
corteza insular (IC) y otras regiones como la corteza gustativa (GC), caudado putamen (CPu), la corteza parietal
(Par) y la corteza piriforme (Pir). (B) Representacion de las capas de la corteza insular en rata: glC, capa granular;
dIC, capa disgranular; alC, capa agranular. Seccién Coronal + 1.2 mm de Bregma del Atlas estereotaxico del cerebro
de rata de Paxinos y Watson (1998). (Modificado de Ferreira et al., 2002).

La organizacion celular de la corteza insular se compone de tres regiones continuas de
corteza divididas. La porcion ventral contiene a la corteza agranular mientras que la insula
caudal es granular. Entre estas dos regiones se ubica una zona de transicion disgranular
(Mesulam y Mufson, 1982). La corteza de la insula ventral consiste de tres estratos celulares,
los cuales contienen agregados de células no granulares.

La ClI se divide en regiones a lo largo del eje anterior-posterior y en diversas zonas que
se distinguen por la densidad de celulas granulares en las capas Il y IV. En primer lugar, la CI
anterior que tiene las zonas granular, disgranular, y agranular, se proyecta hacia la corteza
motora y al nlacleo accumbens. Caudalmente se encuentran dos areas sensoriales insulares
relacionadas, la corteza insular posterior y parietal, ambas con zonas granulares, disgranulares,
y agranulares. La CI posterior recibe la entrada del talamo gustativo y del complejo
parabranquial, asi como proyecciones de la Cl anterior y a la extension amigdalina (Shi y
Casell, 1998).

La CI tiene conexiones reciprocas con el area somatosensorial secundaria, el nucleo del
tracto solitario, el nucleo parabraquial, el talamo y la amigdala. Recibe también aferentes que
provienen del locus coeruleus y tiene eferentes que proyectan hacia el estriado, el nucleo

accumbens, el claustro, el presubiculum y las cortezas prefrontal, perirrinal, entorrinal y
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piriforme determinadas mediante los métodos de trazado anterogrado y retrogrado (Bures et al.,
1998; Friedman et al., 1986; Wright y Groenewegen, 1996) (véase en figura 5).

Existen también interconexiones entre las diferentes areas de la corteza insular: la parte
granular proyecta hacia la parte disgranular subyacente. La corteza disgranular, a su vez,
proyecta hacia las areas agranular y granular. La corteza agranular posterior tiene eferentes
hacia el area agranular anterior y hacia las areas granular y disgranular posteriores. Las areas
granular y disgranular posteriores proyectan hacia la disgranular anterior (Shi y Cassell, 1998).

Estudios electrofisiologicos en ratas realizados por Yamamoto et al. (1989) muestran
que la corteza insular disgranular presenta caracteristicas diferenciales en cuanto a la
estimulacion gustativa 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 region caudal y en la regién granular. Esto ha sugerido que la Cl es una
region de percepcion gustativa, que no esta exenta de recibir otro tipo de informacion sensorial,
por lo que es considerada como una estructura multimodal en donde se procesan las sefiales
sensoriales.

La CI recibe proyecciones de neuronas colinérgicas provenientes principalmente del
nacleo Basalis Magno Celullaris (NBM) y de fibras glutamatérgicas provenientes de amigdala,
talamo y de conexiones corticocorticales (Davis et al., 1994). Existe evidencia de que algunos
de estos sistemas de neurotransmisién tienen un papel en el establecimiento de la memoria
gustativa (Bermudez Rattoni, 2004). Por ejemplo, en un estudio realizado por Berman y
colaboradores (2000), se probo el efecto de la microinyeccion en la corteza insular de agonistas
y antagonistas de neurotransmisores y de neuromoduladores identificados en la activacion de
cinasas’ ERK1-2 (Extracellular signal regulated kinases) ante un sabor novedoso y en la
adquisiciéon de la memoria gustativa. Se encontr6é que los receptores NMDA, metabotrépicos
glutamatérgicos, muscarinicos, beta-adrenérgicos y dopaminérgicos contribuyen a la
adquisicion de las memorias gustativas recientes, pero no a su evocacion. Ademas, sélo las vias
de entrada glutamatérgicas y colinérgicas funcionan especificamente en la activacion ante
estimulos novedosos, dependientes de ERK1-2 en la corteza insular. Los resultados de estos
experimentos sugieren que el nivel de actividad basal de ERK1-2 en la corteza insular se

mantiene por el equilibrio entre las entradas glutamatérgicas, dopaminérgicas y GABAérgicas.

! proteinas cinasas. Enzimas que transfieren grupos fosfato (cedidos por la molécula trifosfato de adenosina o ATP) uniéndose a
ciertas proteinas de manera tal que la funcion de dicha proteina se modifica. (Alberts et al., 2002)
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Figura 5. Diagrama esquematico de un corte horizontal de las principales de las proyecciones aferentes y eferentes a
la corteza insular (Modificado de Cechetto y Saper, 1990).

Aferentes Eferentes

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

Nucleo basal magnocelular Estriado

Nucleo centromedial del tdlamo Claustro

Area ventral tegmental Parte lateral del ntcleo del lecho de la estria
terminal

Nucleos del rafé Nucleo accumbens

Locus coeruleus, bilateral Corteza entorrinal

Nucleos tuberomamilares del hipotalamo, Presubiculum

Bilaterales

Tabla 2. Principales proyecciones aferentes y aferentes a la corteza insular (Adaptado de Sabath, 2008).
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2.7 Corteza insular y memoria de largo plazo.

La intervencién de la corteza insular en la tarea de El es un caso interesante, ya que
anteriormente se hacia referencia a ella casi sélo por su papel en el procesamiento de la
informacion visceral y gustativa (Bures et al., 1998). Se le atribuye una gran diversidad de
funciones, entre ellas olfaccidn, gusto, control visceral, procesamiento somatosensorial y
nociceptivo; Asi como también la memoria (Afifi y Bergman, 2005; Sewards y Sewards, 2002).
Se cree que interviene en la representacion de informacién con contenido emocional influidos
por entradas sensoriales especificas, especialmente aquellas reforzadas o mediadas por
situaciones aversivas (Bermudez-Rattoni y Prado-Alcalad, 2001). En este sentido, se ha
encontrado que al lesionar la corteza insular se impide la formacion de ciertos aprendizajes que
tienen algln componente emotivo, como la evitacion inhibitoria y el laberinto acuético
(BermuUdez-Rattoni et al., 1991). Participa también en la formacion del condicionamiento de
aversion al sabor (Miranda y McGaugh, 2004) y en el procesamiento de estimulos visuales
aversivos (Perlis et al., 2008). Y es recientemente, cuando se han encontrado evidencias de su
participacién en otro tipo de memorias no emotivas, como el reconocimiento de objeto
(BermuUdez-Rattoni et al., 2005).

Uno de los modelos mas utilizados para evaluar el papel de la corteza insular es el
aprendizaje de aversion a los sabores. En la tarea de aprendizaje de aversion a los sabores se ha
demostrado que el blogueo de los receptores NMDA interrumpe la formacion de la memoria en
las fases iniciales (adquisicion y consolidacién temprana), pero no la consolidacion o la
evocacion, sugiriendo que estos receptores estan involucrados en los procesos tempranos que
tienen lugar durante la formacion y recuperacion de la memoria por condicionamiento del sabor
(Gutiérrez et al., 1999). Ferreira y colaboradores (2002), demostraron que la administracion de
un antagonista de receptores de acetilcolina (escopolamina) en la corteza insular, antes, pero no
después, o en el intervalo entre el estimulo condicionado y el incondicionado, produce un
deterioro significativo en las memorias de corto y largo plazo del aprendizaje de aversion a los
sabores.

Se ha demostrado también que la administraciéon de un antagonista de receptores
muscarinico de acetilcolina como la oxotremina o el 8-Br-cAMP, un analogo del segundo
mensajero CAMP en la corteza insular después de un entrenamiento en pruebas de El y durante

la adquisiciéon y consolidacion del aprendizaje de aversién a los sabores. La infusion post-
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entrenamiento en CI de 0.3 pg oxotremorina y de 1.25ug de 8-Br-AMP incremento la retencion
de la tarea de EI. Infusiones de 8-Br-AMP, pero no de oxotremorina, en Cl incrementaron la
retencion del CAS. En este estudio también se examind si la actividad noradrenérgica en la
amigdala basolateral para ambos tipos de condicionamiento, era critica para el incremento en la
retencion de la memoria. En ambos casos la infusion ipsilateral de propanolol, un antagonista
beta adrenérgico, administrado en la amigdala basolateral bloqued el efecto que la
administracion de 8-Br-cAMP y oxotremorina producian en la corteza insular. Esto sugiere que
dicha corteza esta implicada en la consolidacion de la memoria en pruebas del CAS o de El, y
que este efecto requiere una actividad noradrenérgica en la amigdala basolateral (ABL). El
incremento observado en la consolidacion de la memoria de EI con infusiones post-
entrenamiento de oxotremorina sugiere la participacion del sistema colinérgico en la Cl durante
la consolidacion de la memoria (Miranda y McGaugh, 2004). Aportan evidencia adicional que
sefiala que la amigdala basolateral esta implicada en la regulacion de la consolidacién y el
almacén de la memoria en otras regiones del cerebro, incluyendo la Cl y que se requiere una
ABL intacta (Roozendaal et al., 2001).

Actualmente se ha avanzado mucho en dilucidar cuél es el papel que juega la corteza
insular en el reconocimiento de sabores; sin embargo son pocos los trabajos en donde se le
relaciona en menor 0 mayor grado con la memoria de reconocimiento visual. Por ello es que
diversos investigadores se han dado a la tarea de indagar la funcién de la corteza insular en la
consolidacién de la memoria de reconocimiento de objetos, una tarea basada en la tendencia de
los roedores por explorar objetos novedosos que no le resultan familiares. Esta tarea consiste de
manera general en presentar a un animal dos objetos iguales para que los puedan explorar por
un determinado tiempo. Después se le presenta al animal una copia antes presentada y un objeto
nuevo. Se mide el tiempo de exploracién de cada objeto para determinar si el animal muestra
preferencia por el objeto novedoso sobre el familiar (Ennaceur y Delacour, 1988). Bermldez-
Rattoni y colaboradores (2005) encontraron que la aplicacion de un antagonista de receptores
muscarinicos como la escopolamina en la corteza insular, después del entrenamiento en pruebas
de exploracion ante estimulos novedosos, hechos en roedores, producia un deterioro en la

memoria de reconocimiento de objetos.
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Por otra parte, Balderas y colaboradores (2008) demostraron que la administracion de
anisomicina. Este farmaco bloquea reversiblemente la sintesis de proteinas, a través de la
inhibicién de la traduccién de ARNm, que interrumpe la reaccién de la peptidil transferasa
(lordanov et al., 1997). La aplicacion de este farmaco en las cortezas insular y corteza
perirrinal, asi como otras regiones, como en el hipocampo dorsal y la (ABL), inmediatamente
después de la adquisicion en las tareas de reconocimiento de objetos y una variante de la misma
tarea, que implica el reconocimiento de objetos dentro de un contexto, producia un deterioro
consolidacién de la memoria de reconocimiento para estimulos individuales (tarea de
reconocimiento de objetos), en grupos independientes de animales que fueron implantados en
las cortezas insular y perirrinal. Mientras que el grupo de animales que fueron implantados en el
hipocampo, presentaron solo deterioro en la MLP en el reconocimiento a estimulos dentro de un
contexto especifico (tarea de reconocimiento de objetos en contexto). Y en el caso de la ABL,
se sugiere al parecer no tiene ninguna participacion en la consolidacion de estas dos tareas.

En experimentos preliminares realizados en nuestro laboratorio hemos encontrado que
en la tarea de El la administracién, inmediatamente después del entrenamiento, de distintas
dosis de anisomicina produce amnesia del aprendizaje de evitacion inhibitoria con dosis bajas
de (15.5 pg y 31.25 pg), pero no con dosis mayores (93.7 ug) (Huchin-Ramirez, 2007) (véase
figura 6). Esto sugiere la posibilidad de que la falta de efecto amnésico de la dosis alta de
anisomicina se deba a la produccion de ERK1-2 inducida por dicha dosis (Igaz et al., 2002).

Estos resultados proporcionan evidencia de que la Cl no esta ligada Unicamente al
aprendizaje asociativo y al reconocimiento de sabores, sino que desempefia un papel mas
general en la memoria de reconocimiento y es congruente con las evidencias de que lesiones
reversibles o permanentes de la Cl producen un fuerte deterioro en la consolidacion de la El y el
aprendizaje espacial del laberinto acuético (Bermudez-Rattoni y McGaugh, 1991; Bermudez-
Rattoni et al., 1991)

Hasta ahora, no se ha determinado si el aprendizaje incrementado en la tarea de
evitacion inhibitoria impide el efecto amnésico producido por la inhibicion de la sintesis de
proteinas en la Cl. En consecuencia, el propdsito del presente estudio es comprobar esa
posibilidad, para asi determinar el grado de generalizacion de este fendmeno, como se ha

demostrado en el hipocampo, estriado y sustancia negra compacta.
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Figura 6. El eje de las ordenadas representa las medianas de las latencias de retencidn obtenidas a las 48 horas
después del entrenamiento en la tarea de El expresadas en segundos. A grupos independientes de ratas se les
inyecto, en la corteza insular, la solucién de vehiculo (\Veh), o una de las dosis de anisomicina que se especifican
debajo de cada barra; la linea en cada barra muestra los rangos intercuartiles. * p < 0.0001 en relacion con los
grupos administrados con vehiculo o con y 93.7 pg de anisomicina. ¢ p < 0.005 en relacién con los grupos
inyectados con 15.5 y 31.25ug. Nétese que la anisomicina en dosis de 93.7 no interfirié con la memoria en sujetos
entrenados a con una intensidad de 1.0 mA (Modificado de Huchin-Ramirez et al., 2007).

3. PLANTEAMIENTO, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipdtesis

H1: La administracién de anisomicina en la corteza insular después del entrenamiento
incrementado no interferira con la consolidacion de la memoria del aprendizaje de evitacion
inhibitoria.

H2: La administracién de anisomicina en la corteza insular antes del entrenamiento
incrementado no interferira con la consolidacién de la memoria del aprendizaje de evitacion
inhibitoria.

H3: La administracién de anisomicina en la corteza insular antes del entrenamiento

incrementado no produce deterioro en la adquisicion de la tarea de evitacion inhibitoria.
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3.2 Objetivo General
Evaluar si la inhibicion de la sintesis de proteinas en la corteza insular produce deterioro de la

consolidacién de un aprendizaje incrementado de una tarea de evitacion inhibitoria.

3.3 ODbjetivos Particulares

1. Determinar si el entrenamiento incrementado en una tarea de aprendizaje de evitacion
inhibitoria produce un efecto protector contra la amnesia producida por la administracion
de anisomicina en la corteza insular después del entrenamiento

2. Determinar si el entrenamiento incrementado en una tarea de aprendizaje de evitacion
inhibitoria produce un efecto protector contra la amnesia producida por la administracion
de anisomicina en la corteza insular antes del entrenamiento.

3. Evaluar si la administracién de anisomicina en la corteza insular antes del entrenamiento
afecta el proceso de adquisicion de la tarea de evitacién inhibitoria.

4. Evaluar si la administracion de anisomicina en la corteza insular antes del entrenamiento

presenta un aprendizaje por dependencia de estado.

4. METODO

4.1 Sujetos

El protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Bioética del Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Auténoma de México. Los procedimientos
experimentales se realizaron acorde a las regulaciones establecidas por “El Reglamento de la
Ley General de Salud en Materia de Investigacion de la Salud” de la Secretaria de Salud
Plablica y segun la norma oficial mexicana NOM-062-ZO0-1999 en materia de
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio" y a las
normas estipuladas en la "Guide for Care and Use of Laboratory Animals del NIH (ILAR,
1996).

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 270-300 g de peso, obtenidas del Bioterio
del Instituto de Neurobiologia de la UNAM. Se mantuvieron en cajas individuales en un
ambiente de 22 =+ 1 °C con un ciclo de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad (luz 7.00 a.m.), sin
restriccion de comida y agua. Todas las manipulaciones y procedimientos conductuales se

realizaron durante la fase de luz.
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4.2 Cirugia estereotéxica

Los animales fueron implantados por cirugia esterotaxica con canulas bilaterales en la corteza
insular, siguiendo las coordenadas: anterior 1.2 mm, lateral £ 5.5 mm, y ventral 4 mm con
respecto a Bregma (Paxinos y Watson, 1998), bajo anestesia con pentobarbital sédico (45
mg/Kg intraperitoneal) y atropina (0.4 mg/kg). Las canulas se colocaron 2 mm arriba del area
de interés para reducir posibles alteraciones por lesiones fisicas, y se fijaron al craneo mediante
un soporte de dos tornillos y cemento dental. Las canulas se protegieron de posibles
obstrucciones con la colocacion de estiletes de la misma longitud. El tiempo de recuperacion
post-quirtrgico antes de realizar el entrenamiento conductual se basa en reportes previos

(Quiroz et al., 2003; Medina et al., 2007) y fue de cinco a siete dias.

4.3 Aparatos

Las sesiones de entrenamiento y de prueba se realizaron en una caja de evitacion inhibitoria
compuesta por dos compartimentos del mismo tamafio (30x30x30 cm cada uno) separados por
una puerta tipo guillotina. EI compartimiento, “de seguridad”, estuvo iluminado por un foco de
10 Watts colocado en la tapa del compartimiento y con una rejilla en el piso. El otro
compartimiento, “de castigo”, es relativamente oscuro y sus paredes laterales de acero
inoxidable en forma de “V*, las cuales llegan al piso del compartimiento, permaneciendo
separadas en este lugar por una distancia de 1.5 cm (justo a la mitad del compartimiento). Estas
laminas pueden ser electrificadas por un estimulador de pulsos cuadrados (Grass Instruments
Co., modelo S48G) acoplado a una unidad de corriente constante (Grass Instruments Co.,
modelo CCU-1). La duracion de los estimulos, las latencias de entrada, de escape y de retencion
fueron medidas automaticamente con la ayuda de una computadora. La camara de
condicionamiento fue ubicada en un cuarto sonoamortiguado y oscuro provisto de un

amortiguador de ruido (vease figura 7).
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Figura 7. Camara de evitacion inhibitoria. EI animal aprende a suprimir la tendencia natural por preferir los sitios
oscuros sobre los bien iluminados, mediante el apareamiento de un choque eléctrico con un ambiente oscuro. El
entrenamiento se lleva a cabo dentro de una camara con dos compartimentos divididos entre si por una compuerta
gue se desliza a manera de guillotina; uno de los compartimentos esta bien iluminado (A). El otro compartimiento
es oscuro y tiene un piso metalico a través del cual se dan pequefias descargas eléctricas (B).

4.4 Procedimiento conductual

Durante el entrenamiento cada animal fue colocado en el compartimento de seguridad de la
camara de condicionamiento, y diez segundos después la puerta de separacion se abrio; la
latencia para pasar al compartimiento de castigo fue medida (latencia de entrada). Una vez en
este compartimiento la puerta se cerrd y se aplico una de distintas intensidades choque eléctrico
(1.0, 3.0 6 5.0 mA; pulsos cuadrados de 10 milisegundos de duracién, frecuencia de 50 pulsos
por segundo, y 100 voltios) a través del piso, durante 10 segundos. Al termino de los primeros 5
segundos se abri6 de nuevo la puerta y se midio la latencia de escape; después de 30 segundos
se regreso el animal a su caja habitacion. Cuarenta y ocho horas después del entrenamiento se
realiz6 la prueba de retencion (memoria de largo plazo). Esta sesion se realizé de la manera
descrita para el entrenamiento, pero no se aplico el choque eléctrico. Se midid el tiempo en que
el animal demoré en pasar al compartimiento de castigo (latencia de retencion); si el animal no

paso en 600 segundos se dio por terminada la sesion.
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4.5 Farmacos

Se utiliz6 anisomicina (2-[p-metoxibencil]-3,4-pirrolidinediol 3-acetato, Ci4H190,) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) a la que se agreg6 una cantidad equimolar de HCI y se disolvié en
solucién salina isotonica ajustando después el pH a 7.4. La concentracion que se administrd
inicialmente (31.25 pg/mL) esta basada en un estudio previo del laboratorio (Huchin Ramirez,
2007). Este inhibidor de sintesis de proteinas es producido por la bacteria Streptomyces griseus.

Inhibe la actividad de la enzima peptidil transferasa en los ribosomas (Pestka, 1971).

4.6 Administraciones

Durante al menos tres dias previos a la inyeccion, los animales se manipularon durante 3 a 5
minutos para habituarlos al contacto con el investigador y disminuir un posible estado de estrés
inducido por el procedimiento de la microinyeccidn, y para valorar el estado de salud de los
mismos. La manipulacion consistio en sacar a la rata de su caja, revisar los tapones de las
canulas y sujetarla suavemente simulando la infusién de los tratamientos. En el ultimo dia se
coloco un inyector falso con las medidas de la aguja que se emplearia durante la infusion (14
mm de largo, con un didmetro de 0.012 mm). Los farmacos se inyectaron bilateralmente,
inmediatamente después del entrenamiento o 30 minutos antes del entrenamiento. Las
inyecciones se administraron simultaneamente en ambos hemisferios mediante una aguja dental
que fue introducida en cada cénula hasta llegar a la zona deseada; la aguja se conectd, a través
de un tubo de polietileno, con jeringas marca Hamilton de 10 uL montadas en una bomba
automa@tica de inyeccion. El volumen administrado fue de 0.5 yL por hemisferio en un tiempo
total de un minuto. Para facilitar la difusion del farmaco, los inyectores fueron mantenidos un
minuto adicional dentro de las canulas después de la inyeccion, de manera que todo residuo del

farmaco fuera absorbido por el tejido.
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4.7 Efecto de tratamientos post-entrenamiento sobre la memoria de largo plazo

Durante el entrenamiento se utilizaron tres intensidades de choque: 1.0, 3.0 y 5.0 mA. Para cada
intensidad hubieron dos grupos de ratas: inyectadas con vehiculo, o inyectadas con una dosis
31.25 ug de anisomicina. Se administré el vehiculo o anisomicina inmediatamente después del
entrenamiento de la EI. La prueba de retencion se realizd 48 horas después del entrenamiento
(véase figura 8). EIl disefio experimental empleado fue de grupos independientes para cada

intensidad de choque, como se muestran en la tabla 3.

TABLA 3. ADMINISTRACION INMEDIATAMENTE DESPUES DEL
ENTRENAMIENTO

Intensidad Relativamente Relativamente Relativamente
de choque bajo alto alto
1.0 mA 3.0 mA 5.0 mA
Dosis 31.25 31.25 31.25
ug /0.5 pL (n=8) (n=9) (n=8)
Vehiculo Vehiculo Vehiculo
(n=7) (n=6) (n=8)

Tabla 3. Disefio experimental de grupos independientes. Vehiculo: grupos control, Anisomicina: Grupos con
administracion de anisomicina en una dosis de 31.25 pg/0.5ul, Las intensidades de choque en el entrenamiento
fueron de 1.0, 3.0 y 5.0 mA. Entre paréntesis se indica el niUmero de sujetos por grupo.

4.8 Efecto de tratamientos administrados 30 minutos antes del entrenamiento sobre la
memoria de largo plazo

La inhibicién de la sintesis de proteinas requiere 30 minutos para alcanzar su maximo nivel
después de la inyeccién de anisomicina en la CI, de acuerdo al reporte de Roseblum vy
colaboradores (1993). Esta ventana temporal entre la inyeccién inmediatamente después del
entrenamiento y el establecimiento de la inhibicion de la sintesis de proteinas deja abierta la
posibilidad de que el entrenamiento con los niveles altos de choque eléctrico produzca un
aceleramiento de la consolidacién de la memoria. Para explorar esta posibilidad se inyecto6 la

anisomicina 30 minutos antes del entrenamiento, utilizando dos intensidades de choque

Pagina 27



eléctrico: 1.0 y 5.0 mA. Para cada intensidad se inyectd vehiculo o anisomicina
simultaneamente inmediatamente antes del entrenamiento. La prueba de retencion se realizo 48
horas después del entrenamiento (véase figura 8). El disefio experimental empleado fue de
grupos independientes para cada intensidad de choque como se muestran en la tabla 4.

TABLA 4. ADMINISTRACION 30 MINUTOS ANTES DEL ENTRENAMIENTO

Intensidad Relativamente Relativamente
de choque bajo alto
1.0 mA 5.0 mA
Dosis 31.25 31.25
ug/ 0.5 uL (n=7) (n=6)
Vehiculo Vehiculo
(n=8) (n=7)

Tabla 4. Disefio experimental de grupos independientes. Vehiculo: grupos control, Anisomicina: grupos con
administracion de anisomicina en una dosis de 31.25 pg/0.5uL, La intensidad de choque en el entrenamiento
correspondio de 1.0 y 5.0 mA. Entre paréntesis se indica el nimero de sujetos por grupo.

B A

l l AoB

_ = - # e
-30minutos  ENTRENAMIENTO PRUEBA

(48 horas)

Tratamientos

A.Solucién Vehiculo o Anisomicina administradas inmediatamente después del entrenamiento en la MLP (1.0, 3,0 y 5.0 mA).

B. Solucién Vehiculo o Anisomicina administradas 30 minutos antes del entrenamiento en la MLP (1.0 y 5.0 mA).

l Las flechas indican el momento de inyeccion del tratamiento.

Figura 8. Tratamientos sobre la memoria de largo plazo (MLP).
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4.9 Efecto de tratamientos administrados 30 minutos antes del entrenamiento y medicion
de la memoria de corto plazo
Para determinar si los efectos de la anisomicina administrada antes del entrenamiento se ejercen
sobre la consolidacién de la memoria o sobre el aprendizaje, se inyectaron grupos
independientes de ratas con anisomicina o vehiculo y treinta minutos después fueron entrenadas
con 1.0 6 5.0 mA en la tarea de El. Se midi¢ la retencion 30 minutos después del entrenamiento
(MCP). Deterioros de la MCP sugeririan un deterioro en el aprendizaje. La ausencia de
deterioros en la MCP sugeriria que las deficiencias en la retencion a las 48 horas (MLP) se
explican mejor como una interferencia con la consolidacion de la memoria. En la figura 9 se
esquematiza el desarrollo temporal del tratamiento.

El disefio experimental empleado fue de grupos independientes para cada intensidad de

choque, como se muestran en la tabla 5.

TABLA 5. ADMINISTRACION 30 MINUTOS ANTES DEL ENTRENAMIENTO

Intensidad Relativamente | Relativamente
de choque bajo alto
1.0 mA 5.0 mA
Dosis 31.25 31.25
ug /0.5 uL (n=6) (n=6)
Vehiculo Vehiculo
(n=6) (n=12)

Tabla 5. Disefio experimental de grupos independientes. Vehiculo: grupos control, Anisomicina: grupos con
administracion de anisomicina en una dosis de 31.25 pg/0.5ul, La intensidad de choque en el entrenamiento
correspondi6é de 1.0 y 5.0 mA. Entre paréntesis se indica el nimero de sujetos por grupo.
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4.10 Dependencia de estado
Debido a que en el tratamiento pre-entrenamiento, los animales estan bajo el efecto de la droga
durante el aprendizaje, podria ocurrir una dependencia de estado, una forma caracteristica de
aprendizaje en la que la informacion que ha sido aprendida mientras el animal se encuentra bajo
la influencia de una cierta droga (estado) puede ser evocada y utilizada para resolver una tarea
solo cuando el animal se encuentra en el mismo estado en el cual la informacién fue aprendida,
pero no en un estado diferente, por ejemplo cuando no esté bajo la influencia del farmaco. Para
determinar si este es el caso, se entrenaron dos grupos independientes de animales en la tarea de
El con una intensidad de 5.0 mA. Se inyectd vehiculo o anisomicina tanto 30 minutos antes del
entrenamiento como 30 minutos antes de la prueba de retencion a las 48 h (véase figura 9).

El disefio experimental empleado fue de grupos independientes para cada intensidad de

choque, como se muestran en la tabla 6.

TABLA 6. ADMINISTRACION 30 MINUTOS ANTES DEL ENTRENAMIENTO

Intensidad Relativamente
de choque alto
5.0 mA
Dosis 31.25
ug /0.5 uL (n=8)
Vehiculo
(n=12)

Tabla 6. Disefio experimental de grupos independientes. Vehiculo: grupos control, Anisomicina: grupos con
administracion de anisomicina en una dosis de 31.25 pg/0.5uL, La intensidad de choque en el entrenamiento
correspondié 5.0 mA. Entre paréntesis se indica el nimero de sujetos por grupo.
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-30 minutos  ENTRENAMIENTO + 30 minutos MCP -30 minutos  PRUEBA
(48 horas)

Tratamientos

A. Solucién Vehiculo o Anisomicina administradas 30 minutos antes del entrenamiento en la MCP (1.0 y 5.0 mA).

B. Solucién Vehiculo o Anisomicina administradas antes del entrenamiento. Dependencia de estado.

l Las flechas indican el momento de inyeccion del tratamiento.

Figura 9. Tratamientos sobre la memoria de corto plazo (MCP) y dependencia de estado.

4.11 Verificacion de la colocacion de canulas

Para validar los datos conductuales, se realizé un estudio histolégico para corroborar que la
punta de los inyectores hubiese estado en la corteza insular. Finalizado cada experimento las
ratas fueron sacrificadas con una sobredosis de pentobarbital y perfundidas a través de la aorta
ascendente con solucion salina isotonica (NaCl 0.9%) seguida de formaldehido al 10%. Una vez
terminada la perfusién, los cerebros fueron removidos y fijados en una solucién de
formaldehido al 10%. Posteriormente se realizaron cortes coronales de 50 um de espesor, los
cuales fueron tefiidos con la técnica de Nissl (véase figura 10). Los cortes se observaron bajo un
microscopio de luz. Los datos de los animales en los que las puntas de las canulas hubiesen
estado fuera de la zona de interés (corteza insular) fueron descartados del andlisis estadistico

(vedse figura 11).
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Figura 10. Sitio de administracion de farmacos en corteza insular. A. La imagen muestra la trayectoria de la guia
canula y del inyector dispuesto entre la region disgranular (DI) y agranular (Al). Gl= region granular. La punta de
la flecha continua representa la localizacién de la punta de la canula; la flecha discontinua representa la
localizacién de la punta del inyector. EI esquema del cerebro fue tomado del atlas estereotaxico del cerebro de rata
de Paxinos y Watson (1998).

Figura 11. Ejemplos de cortes histoldgicos que fueron rechazados debido a que presentan: A) inyector situado en
el ndcleo caudado-putamen. B) Inyectores situados en el cuerpo calloso y parte de la corteza somatosensorial
primaria. Ademas, en estos y en algunos otros casos, los cerebros rechazados presentaron un amplia distorsion
producida por reacciones gliales o por procesos aparentemente infecciosos.
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4.12 Analisis estadistico

Debido al punto de de corte arbitrario de 600 segundos, los datos derivados de las latencias de
retencion no se distribuyeron de forma normal. Por esta razon se utilizé un analisis estadistico
de tipo no paramétrico. Cuando las comparaciones fueron entre mas de dos grupos, el analisis
de los datos de las latencias de adquisicion, escape y retencion se efectud, en forma
independiente, con la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis. Se utilizo la prueba post-hoc U
de Mann Whitney para determinar si existen diferencias significativas entre cada par de grupos

independientes.

5. RESULTADOS.
5.1 Efecto de los tratamientos administrados inmediatamente después del entrenamiento
sobre la memoria de largo plazo
En este paradigma de El se evalué la MLP a las 48 horas después del entrenamiento. Las
latencias de retencion bajas indican que hubo amnesia 0 no hubo consolidacion de la memoria
mientras que las latencias altas indican que hubo memoria. Los resultados obtenidos se
presentan en conjunto, graficando las medianas de las latencias de entradas, escape y retencion.
La figura 12A muestra las latencias de entrada (latencias de adquisicion) en el dia del
entrenamiento. Una prueba de post- hoc U de Mann Whitney revel6 que:
= No existen diferencias significativas entre los grupos entrenados con intensidad de 1.0 mA
(U =22, NS).
= No existen diferencias significativas entre los grupos entrenados con intensidad de 3.0 mA
(U =21, NS).
= No existen diferencias significativas entre los grupos entrenados con intensidades de 5.0
mA (U = 18, NS).
En la figura 12B se muestra las latencias de escape en el dia del entrenamiento Una prueba de
post- hoc U de Mann Whitney revel6 que:
= No existen diferencias significativas entre los grupos entrenados con intensidad de 1.0 mA
(U =18, NS).
= No existen diferencias significativas entre los grupos entrenados con intensidad de 3.0 mA
(U =15, NS).
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= No existen diferencias significativas entre los grupos entrenados con intensidades de 5.0
mA (U =14.5, NS.

Administracion inmediatamente después del entrenamiento
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Figura 12. A. Se muestra medianas y rangos intercuartilares de las latencias de entrada de grupos animales que
recibieron inyecciones de anisomicina o solucién vehiculo inmediatamente después del entrenamiento.

B. Se muestra medianas y rangos intercuartilares de las latencias de escape obtenidas de grupos animales que
recibieron inyecciones de anisomicina o solucidn vehiculo inmediatamente después del entrenamiento. En cada
ejemplo se indica en el eje de las abscisas, las intensidades de choque utilizadas en cada grupo.
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La figura 13 indica las latencias de retencion de los grupos inyectados en la ClI
inmediatamente después de la sesion de entrenamiento. La prueba Kruskal Wallis para el
analisis de varianza de grupos indica diferencias significativas entre los grupos (H[6]= 11.46, p
< 0.05). El andlisis de la post- hoc U de Mann Whitney revel6 que:

= Existen diferencias significativas entre los grupos entrenados con intensidad de 1.0 mA (U
=8, p=0.0144).

= No existen diferencias significativas entre los grupos entrenados con intensidad de 3.0 mA
(U = 15, NS).

= No existen diferencias significativas entre los grupos entrenados con intensidades de 5.0mA
(U =16, NS)

Administracion inmediatamente después del entrenamiento
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Figura 13. Se muestran las medianas y rangos intercuartilares de las latencias de retencion de grupos animales
tratados con anisomicina o solucion vehiculo inmediatamente después del entrenamiento. En el eje de las abscisas
se indican las intensidades de choque utilizadas en cada grupo de animales, mientras en el eje de las ordenas se
encuentra el tiempo de paso del compartimiento de seguridad al de castigo (latencias de retencion). *, p < 0.05.
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5.2 Tratamientos administrados 30 minutos antes del entrenamiento sobre la memoria de

largo plazo

En la figura 14A se muestran las latencias de entradas de grupos que se le administrd solucion

vehiculo o anisomicina 30 minutos previos al entrenamiento. El analisis con la prueba la post-

hoc U de Mann Whitney revelo que:

= No existen diferencias significativas entre los grupos entrenados con intensidad de 1.0 mA
(U=21,NS)

= No existen diferencias significativas entre los grupos entrenados con intensidades de 5.0
mA (U =18, NS)

En la figura 14B se indica las latencias de escape de los grupos a los que se les
administro solucidn vehiculo o anisomicina 30 minutos previos al entrenamiento. El analisis de
la prueba la post- hoc U de Mann Whitney revela que:

= No existen diferencias significativas entre los grupos entrenados con intensidad de 1.0 mA
(U =21, NS).

= No existen diferencias significativas entre los grupos entrenados con intensidades de 5.0
mA (U = 18.5, NS)

En la figura 15 se muestra latencias de retencion de los grupos a los que se les
administr6 solucion vehiculo o anisomicina 30 minutos previos al entrenamiento. La prueba
Kruskal Wallis para el analisis de varianza de grupos indica diferencias significativas entre los
grupos (H[4]= 16.4, p < 0.05). El anélisis de la prueba la post- hoc U de Mann Whitney revel6
que:

= No existen diferencias significativas entre los grupos entrenados con la intensidad de 1.0
mA (U = 18.5, NS).

= Existen diferencias significativas entre los grupos entrenados con la intensidad de 5.0 mA
(U =0, p=0.0030)
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Administracién 30 minutos antes del entrenamiento
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Figura 14. A. Se muestra medianas y rangos intercuartilares de las latencias de entrada de grupos animales que
recibieron inyecciones de anisomicina o solucién vehiculo 30 minutos antes del entrenamiento del entrenamiento.
B. Mediana y rangos intercuartilares de las latencias de escape obtenidas de grupos animales que recibieron
inyecciones de anisomicina o solucién vehiculo 30 minutos antes del entrenamiento del entrenamiento. En cada
ejemplo se indica en el eje de las abscisas, las intensidades de choque utilizadas en cada grupo.
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Administracion 30 minutos antes del entrenamiento
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Figura 15. Se muestran las medianas y rangos intercuartilares de las latencias de retencién, medidas a las 48 horas,
de los grupos de animales tratados, 30 minutos antes del entrenamiento, con anisomicina o solucion vehiculo En el
eje de las abscisas se indican las intensidades de choque utilizadas en cada grupo, mientras en el eje de las ordenas
se encuentra el tiempo que tardaron de atravesar del compartimiento de seguridad al de castigo expresados en

segundos. *, p < 0.05.

5.3 Tratamientos administrados 30 minutos antes del entrenamiento sobre la memoria de

corto plazo.

En la figura 16A se muestran las latencias de adquisicion de los grupos a los que se les

administro6 solucidn vehiculo o anisomicina 30 minutos previos al entrenamiento: El analisis de

la prueba la post- hoc U de Mann Whitney revel6 que:

= No existen diferencias significativas entre los grupos entrenados con intensidad de 1.0 mA

(U =11, NS).

= No existen diferencias significativas entre los grupos entrenados con intensidades de 5.0

mA (U = 15, NS)

El analisis de la prueba la post- hoc U de Mann Whitney revel6 que en los grupos que se

les administré solucion vehiculo o anisomicina no existe diferencias significativas en las

latencias de escape entre los grupos entrenados con una intensidad de 1.0 mA (U = 12.5, NS) ni

en los grupos entrenados con la intensidad de 5.0 mA (U = 16, NS) (véase figura 16B).
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Figura 16. A. Se muestra medianas y rangos intercuartilares de las latencias de entrada de grupos animales que
recibieron inyecciones de anisomicina o solucion vehiculo 30 minutos antes del entrenamiento del entrenamiento.
B. Mediana y rangos intercuartilares de las latencias de escape obtenidas de grupos animales que recibieron
inyecciones de anisomicina o solucidn vehiculo 30 minutos antes del entrenamiento del entrenamiento. En cada
ejemplo se indica en el eje de las abscisas, las intensidades de choque utilizadas en cada grupo.

Los datos muestran que no hubo diferencias significativas en la prueba de MCP
realizada a los 30 después del entrenamiento entre los grupos de animales que recibieron
inyecciones de vehiculo o anisomicina, entrenados con una intensidad de choque de 1.0 mA (U
=15, NS) o con 5.0 mA (U =12, NS) (figura 17A).
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Con respecto a las latencias de retencién medidas a las 48 horas, el analisis con la
prueba post- hoc U de Mann Whitney revel6 que los mismos grupos entrenados con la
intensidad de 1.0 mA no presentan diferencias significativas (U = 10, NS), mientras que existen
diferencias significativas entre los grupos entrenados con la intensidad de 5.0 mA (U =12, p =
0.0274) (la figura 17B).
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Figura 17. A. Se muestra medianas y rangos intercuartilares de las latencias de retencién obtenidas 30 minutos
después del entrenamiento en la tarea de El de las ratas que recibieron inyecciones de vehiculo o anisomicina 30
minutos antes del entrenamiento y entrenadas con intensidades de choque 1.0 6 5.0 mA. B. Se muestra medianas y
rangos intercuartilares de las latencias de retencién obtenidas por los mismos sujetos, 48 horas después del
entrenamiento. *, p < 0.05.
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5.4 Dependencia de estado

No se encontro dependencia de estado, es decir, la forma de aprendizaje en la que la
informacidn que ha sido aprendida mientras el animal se encuentra bajo la influencia de
cierta droga (estado) puede ser recordada solo cuando el animal se encuentra en el mismo
estado en el cual la informacion fue aprendida. La administracién de anisomicina antes de
ambas sesiones, 30 minutos antes del entrenamiento y 30 minutos antes de la prueba de
retencion no revierte el deterioro en la retencién de la memoria causados por la
administracion de anisomicina 30 minutos antes del entrenamiento (U = 21, p = 0.0406)

(véase figura. 18).
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Figura 18. Se muestra mediana y rangos intercuartilares de las latencias de retencion obtenidas 48 horas después
del entrenamiento en la tarea de El de las ratas que recibieron inyecciones de vehiculo o anisomicina entrenadas
con intensidad de choque 5.0 mA. Las inyecciones fueron administradas 30 minutos antes del entrenamiento. *, p <
0.05.
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6. DISCUSION
6.1 La anisomicina administrada posterior al entrenamiento no dafia la memoria de largo
plazo en condiciones de aprendizaje incrementado

El deterioro de la consolidacion de la memoria inducida tipicamente por el bloqueo
reversible de los receptores membranales a neurotransmisores, podria deberse, indirectamente, a
interrupcién de la sintesis de proteinas, ya que la inactivacion de dichos receptores podria
impedir la expresion de genes nucleares que eventualmente se traducirian en la sintesis de
proteinas. Esta posibilidad es congruente con la idea predominante de que la consolidacion de la
memoria es dependiente de la sintesis de proteinas. Sin embargo, experimentos recientes han
demostrado que el proceso de consolidacion se lleva a cabo a pesar de la administracion de
ISPs, en animales sometidos a aprendizajes incrementados (sobrerreforzamiento). Este hecho
nos llevo a proponer la hipdtesis de que la administracion de un inhibidor de la sintesis de
proteinas a animales sometidos a un aprendizaje incrementado no impediria la consolidacion.
En el presente estudio se encontrd que al administrar la anisomicina después del entrenamiento
en la tarea de EI causa un notorio deterioro en la MLP cuando se realiza con choques eléctricos
de menor intensidad. Sin embargo, dando apoyo a nuestra hipoétesis, dicho deterioro no se
presenta cuando se incrementa la intensidad del choque (figura 13). La ausencia de deficiencias,
que se observan como una mayor cantidad de tiempo requerida para cruzar al compartimento de
castigo no puede ser explicada por deterioros motores debido a que no se encontré diferencias
significativas en las latencias de entrada y de escape (figura 12 Ay B).

Se cuenta con una gran cantidad de trabajos que indican que la administracion de
inhibidores de la sintesis de proteinas produce un déficit en el mantenimiento de la informacion:
Por ejemplo, la administracion de estos inhibidores, como la puromicina, cicloxehimida o
anisomicina, afectan la MLP sin alterar la MCP en tareas como el laberinto con forma de Y en
ratones (Flexner et al., 1963; Barondes y Cohen, 1967), aprendizaje de aversion en ratas
(Roseblum et al., 1993), memoria de reconocimiento de objetos (Balderas et al., 2008; Lima et
al., 2009) y El en ratas (Quevedo et al., 1999; Vianna et al., 2006). Inclusive recientemente se

evalud que el desarrollo de tolerancia a los efectos ansioliticos al midazolam sobre la actividad
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exploratoria de ratas en el laberinto elevado en cruz (LEC?) puede verse afectada por la
administracion de los ISPs, esto debido a que se ha observado que los efectos ansioliticos de las
benzodiacepinas pueden desarrollar una memoria relacionada a una experiencia previa de
aprendizaje (Gazarini et al., 2011). Los efectos del midazolam se deben a su accién sobre los
receptores GABAA. Este farmaco no activan los receptores directamente, sino que al igual que
con otras benzodiazepinas, se potencia el efecto del neurotransmisor GABA en los receptores.
Se considera al midazolam como una bendozodiazepina de accion corta que desarrolla mas
rapidamente tolerancia. Los autores sugieren que existen dos circunstancias en las cuales el
desarrollo de tolerancia a los efectos ansioliticos pierde su accién. 1) Cuando la tolerancia
tiende a desaparecer con el paso del tiempo, después de que el uso del farmaco es
descontinuado (tolerancia farmacoldgica). 2) Cuando los efectos ansioliticos desaparecen, si los
animales son expuestos previamente a diferentes modelos para medir ansiedad. Los resultados
de este trabajo, muestran que la infusion de anisomicina en el hipocampo dorsal,
inmediatamente o hasta 6 horas después la exposicion al LEC, preserva el efecto ansiolitico del
midazolam en una segunda exposicién en la tarea (prueba de la MLP), realizada a las 24 horas,
a diferencia de los grupos controles que mostraron mayor exploracion en cada uno de los brazos
del laberinto (Gazarini et al. 2011). En este sentido, el deterioro en la MLP en los distintos
paradigmas, solo puede observarse en la memoria de aprendizajes mediados por estimulos
relativamente débiles, o establecidos a través de un nimero relativamente bajo de ensayos o de
sesiones de entrenamiento (Prado-Alcala et al., 2007).

Los resultados obtenidos en la figura 13 apoyan la hipotesis del efecto protector
inducido por el incremento en la experiencia de aprendizaje en contra tratamientos amnésicos.
Estudios previos de nuestro grupo de trabajo han demostrado que el aprendizaje incrementado
impide los efectos amnésicos de la administracion sistémica de escopolamina, que bloquea los
receptores muscarinicos de acetilcolina (Cruz-Morales et al., 1992; Duran-Arévalo et al., 1990)
y de p-cloroanfetamina, que lesiona las vias serotoninérgicas cerebrales (Solana-Figueroa et al.,

2002). Esto sucede también con tratamientos que usualmente producen amnesia cuando son

2 Este modelo evalta la exploracion de la rata en un nuevo ambiente que presenta dos zonas diferentes: Una potencialmente
aversiva (brazos abiertos) y otra segura (brazos cerrados). En su estado natural la rata elige estar cerca de superficies verticales,
preferiblemente rincones y lugares con poca iluminacidn, los campos abiertos y las alturas le causan aversion, lo que explica
porque la rata permanezca mas en los brazos cerrados que los brazos abiertos (Korte y De Boer, 2003).
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aplicados en el hipocampo dorsal (Quiroz et al., 2003), sustancia nigra (Cobos-Zapiain et al.,
1996) vy el estriado (Prado-Alcala et al., 2007).

En congruencia con los resultados reportados en esta tesis, recientemente nuestro grupo
de trabajo ha demostrado que la administracién subcutadnea de cicloheximida, que al ser
administrada sistémicamente inmediatamente después del entrenamiento incrementado, impide
el efecto amnésico de esta droga (Diaz-Trujillo et al., 2009). Posteriormente se cuantifico el
grado de inhibicion de sintesis de proteinas a través de la incorporacion de L-[35S] metionina
radiactiva. El grupo de animales entrenado en la tarea de El, obtuvo un porcentaje de inhibicion
de sintesis de proteinas del 64 % a los 30 minutos posterior al sacrificio, al igual que un grupo
control que no fue entrenado, sugiriéndose que el entrenamiento incrementado no reduce el
grado de inhibicion de sintesis de proteinas. Otros investigadores han reportado que la
administracion de cicloheximida inhibe la sintesis de proteinas en la mayor parte de los
momentos en la administracion del inhibidor produce amnesia de la tarea de El; es decir,
alrededor del momento del entrenamiento y a las 3-6 h post-entrenamiento (Freeman et al.,
1995; Quevedo et al., 1999). De la misma forma, hemos demostrado que la administracion de
anisomicina en el hipocampo dorsal, 15 minutos antes del entrenamiento con intensidades
mayores de choques eléctricos no produce deterioro en la MLP (Rodriguez-Serrano, 2010). A
pesar de esto, no se ha determinado el grado de inhibicion de sintesis de proteinas a través del
tiempo en condiciones de aprendizaje incrementado, para el caso de la administracion de
anisomicina en el hipocampo o en la corteza insular.

En algunos estudios se han empleado dosis de 120 pg/1 puL de anisomicina en la Cl, lo
cual produce una inhibicion alrededor del 95% y es mantenida hasta 4 horas, ocasionando
deterioro en la memoria de la tarea de aversion a los sabores en ratas (Moguel-Gonzalez et al.,
2008; Rosenblum et al., 1993) y de reconocimiento de objetos en ratas (Balderas et al., 2008).
El trabajo de Quevedo et al. (1999) sugiere que la sintesis de proteinas tiene dos periodos,
alrededor del momento en que la administracion de anisomicina afecta la consolidacion de la
memoria. Si el farmaco es inyectado en el hipocampo dorsal, 15 minutos antes o 3 horas

después del entrenamiento, se presenta un efecto amnésico en una variante de la tarea de El
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conocida como descenso de escalon (step-down)®. Lo anterior permite sugerir que existe un
margen muy pequefio para considerar que la sintesis de proteinas remanente permita el
almacenamiento de la informacion. Una posibilidad, es que la sintesis de proteinas sea necesaria
para la formacién de la MLP, y que esta sintesis se demora hasta el momento en que el efecto
del farmaco decae, lo cual no excluye la primera posibilidad en los casos en los que la
inhibicidén no es completa. La evidencia a favor de esta segunda interpretacion, es que dosis
repetidas que prolongan la inhibicién sea capaz de bloquear el efecto protector contra la
amnesia ejercida por el aprendizaje incrementado (Flood et al., 1973; Flood et al., 1975). Sin
embargo, ninguna de estas interpretaciones es consistente con la evidencia de que la amnesia

producida puede revertirse farmacoldgicamente.

6.2 La anisomicina administrada antes del entrenamiento produce deterioro en la
memoria de largo plazo en condiciones de aprendizaje incrementado.
Es relevante mencionar que cuando se inyecto la anisomicina antes del entrenamiento, en la
corteza insular se dafid la consolidacion de la tarea de El. Los animales sometidos tanto a un
bajo y como a un alto nivel de aprendizaje presentaron el deterioro en la MLP en el dia de la
prueba (figura 15). Este efecto inesperado en el deterioro de la MLP en el grupo de animales
con aprendizaje incrementado (sobrerreforzamiento), no habia sido encontrado en otros trabajos
realizados por nuestro grupo de investigacion.

Los resultados obtenidos concuerdan con los datos obtenidos por Squire y Barondes en
el 1974. En este estudio, se entrenaron ratones en una tarea de discriminacion automatizada
denominada Carrusel Deutsch* (Deutsch Carousel, del inglés). Los animales que recibieron un

mayor nimero de ensayos (27 ensayos) y que se les aplico de manera sistémica los inhibidores

® En dicho procedimiento se utiliza una caja rectangular con suelo electrificado, la cual tiene una plataforma elevada en el
centro. Se coloca un cilindro para cubrir al animal. En el momento que, el roedor es colocado en la plataforma, su tendencia
espontanea es descender al suelo casi inmediatamente para explorar el espacio y aproximarse a las paredes de la caja.

El animal al descender recibe una descarga eléctrica en las patas. La retencidn se evalta colocando de nuevo al animal en la
plataforma (dia de prueba) y midiendo el tiempo que tarda en saltar de nuevo al suelo. El cilindro se utiliza para evitar la
tendencia innata del animal a escapar de la mano humana al dejarlo sobre la plataforma, colocado directamente con la mano
(Izquierdo et al., 1999).

* Este aparato estaba compuesto de una plataforma giratoria de forma circular controlada por una computadora, en cuyo
perimetro, se encuentran ubicados 3 estaciones y en cada una se encontraban dos objetos de acero. Los animales fueron
colocados en el centro de la plataforma y sujetados de la cola, con su mirada dirigida hacia el exterior. En el dia del
entrenamiento, durante cada ensayo, los ratones se les hicieron girar alrededor de las estaciones y estos debian tocar el objeto de
menor tamafio que les permitiria escapar de una descarga eléctrica en las patas. Se considero como un ensayo correcto cuando
los animales tocaron el objeto de menor tamafio antes de tocar el de mayor tamafio (Squire y Barondes, 1974).
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de la sintesis de proteinas (anisomicina), (cicloheximida) o la solucion vehiculo, treinta minutos
antes de la sesion de entrenamiento, se observo un claro deterioro en la memoria en dias
posteriores. De manera similar los animales que recibieron un menor nimero de ensayos (21
ensayos) presentaron interrupcion en la memoria cuando el tratamiento fue aplicado antes del
entrenamiento (Squire y Barondes, 1974). Esto contrariamente a lo que otros estudios realizados
por Flood y colaboradores, que habian demostrado que las administracion sistémicas de dosis
amnésicas de anisomicina o cicloheximida antes del entrenamiento la tarea de El Step-through,
(misma variante que ha sido utilizada en el presente trabajo), no producen amnesia cuando los
animales son entrenados con intensidades de choque relativamente altas (Flood et al., 1972;
Flood et al., 1973).

Sin embargo, generalmente en los estudios de memoria, los tratamientos pre-
entrenamiento no permiten interpretaciones claras de los resultados conductuales, debido a que
las deficiencias en la ejecucion de las tareas podrian no ser causadas por interferencias con
procesos mnemonicos. En algunos casos los efectos pueden ser originados por interferencias
con variables motoras, perceptuales o motivacionales. Ademas, las mismas variables podrian
estar siendo influenciadas por el aprendizaje incrementado. En cambio, la administracion del
tratamiento inmediatamente después del entrenamiento en la tarea de El nos permite descartar
la participacion de estas variables en el efecto protector contra la amnesia producida por la
anisomicina. En el presente estudio, la anisomicina no produjo deficiencias significativas en la
memoria de corto plazo (figura 17). La ausencia de deficiencias, que se observan como una
mayor cantidad de tiempo requerida para cruzar al compartimento de castigo no puede ser
explicada por deterioros motores debido a que no se encontré diferencias significativas en las
latencias de latencias de escape (figura 16B).

Los resultados obtenidos en el experimento de dependencia de estado, nos muestran que
cuando se administro anisomicina antes del entrenamiento y de la prueba, no se presentd un
aprendizaje dependiente de estado, ya que se observa nuevamente el efecto amnésico del
inhibidor de la sintesis de proteinas en la corteza insular (figura 18). A favor de esta conclusién

se encuentra un estudio realizado por Patterson y colaboradores (1989), quienes demostraron
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que administraciones de anisomicina en la region IMHV?®, son capaces de producir de amnesia
en pollos entrenados en una variante la tarea de El, sin que exista un efecto de dependencia de
estado. Ademas, es consistente con otros estudios previos, el efecto amnésico de la anisomicina
cuando se administrd previo al entrenamiento en otras regiones cerebrales como la amigdala y
el hipocampo (Canal et al., 2007; Quevedo et al., 1999; Rodriguez-Serrano, 2010).

Como se ha mencionado en lineas anteriores, con los tratamientos que son aplicados
después del entrenamiento incrementado mediado por estimulacidn aversiva, no se produce el
deterioro en la MLP independientemente del agente amnésico usado y su modo de
administracion. Esto puede ser argumentado, de que algunos farmacos como es el caso de la
anisomicina, no producen amnesia despues aprendizaje incrementado, debido a que se acelerd y
se establecio la consolidacion de la memoria, y el efecto maximo de la anisomicina no ocurre
después de que la consolidacion ha tomado lugar (Salado-Castillo et al., 2011). Algunos
reportes sugieren que este establecimiento aparece en menos de 5 minutos, entre el intervalo de
la formacion de la memoria y la aplicacion de los tratamientos amnésicos (Quirarte et al.,
1994). Los resultados indican que este argumento al parecer es correcto, y la region de la Cl se
lleve acabo una aceleracion de almacenamiento de la memoria.

Experimentos realizados en nuestro grupo de trabajo han explorado en las regiones
cerebrales que participan en la consolidacion de la memoria de la tarea El, la posibilidad de
inducir deterioro en la MLP en animales que hayan recibido un sobrerreforzamiento. Sin
embargo, hasta el momento los resultados habian sido nulos. Por ejemplo, se aplic6 un
bloqueador de las corrientes de Naz2+ (tetrodotoxina, TTX) en el hipocampo dorsal 30 minutos
antes del entrenamiento con intensidades relativamente altas y no se presento deterioro en las
latencias de retencion en el dia de la prueba a las 48 horas, habiéndose descartando la
posibilidad de un efecto de aprendizaje ligado a estado (Garin-Aguilar et al., 2003). Con
respecto a la administracion de la anisomicina en la CI, 30 minutos antes del entrenamiento,
permite que se alcance una inhibicién proteinica maxima al momento del entrenamiento, lo cual

produjo amnesia en el dia de la prueba. De acuerdo con lo anterior, la intensidad de choque

® Siglas del inglés. (Intermediate medial hyperstriatum ventrale) La parte intermedia del hiperestriado ventral medial es un area
del cerebro de los pollos considerada como el analogo al cuerpo estriado de mamifero, que ha demostrado ser importante para el
aprendizaje de varias tareas, y en la que se han detectado eventos moleculares importantes relacionados con eventos plasticos
sindptica, tales como actividad glutamatégica aumentada como consecuencia del aprendizaje, activacion de receptores NMDA,
entrada masiva de Ca2+ en la postsinapsis, activacion de cinasas (Rose, 2000).
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incrementado es uno de los factores que desencadena los mecanismos que permitan evidenciar
la participacion en paralelo de varias estructuras en la memoria de la tarea de evitacién
inhibitoria. EI nimero de estructuras comprometidas en condiciones de entrenamiento con bajo
choque es menor, pero conforme se incrementa la intensidad de choque, otras estructuras se van
integrando o comprometiendo con el procesamiento (Quiroz et al., 2003; Prado Alcala et al.,
2007).

Recientemente se demostrd que la administracion simultanea de lidocaina en grupos de
ratas que fueron implantadas en dos estructuras (el estriado + la sustancia negra compacta,
amigdala + sustancia negra compacta o amigdala + estriado) y se les someti6 a condiciones de
alto entrenamiento (3.0 mA), no presentaron déficit en la memoria. Estos resultados fueron
similares en grupos de ratas a las cuales solo les implanto en una region (Salado-Castillo et al.,
2011). Este hallazgo permite sugerir que el aprendizaje incrementado (sobrerreforzamiento)
activa la participacion de otros sistemas de memoria que reciben y procesan la informacion de
forma paralela, lo que permite explicar el fendmeno de proteccion a la amnesia.

Esto resulta de sumo interés ya que, por los datos obtenidos en esta tesis, se puede
sugerir que durante el entrenamiento de EI un sistema de memoria compuesta por lo menos
hipocampo, amigdala, estriado, sustancia negra compacta y la corteza insular estén participando
en el procesamiento de informacién de esta tarea. De tal forma que cuando sucede alguna
interferencia en una o varias de las estructuras, la informacién derivada de la experiencia de
aprendizaje sigue su curso hacia el resto de los elementos del sistema para que se produzca la
consolidacion de la memoria. Aunado a lo anterior, la intensidad de choque incrementado
pudiera ser uno de los factores que desencadene los mecanismos que permiten evidenciar la
participacion de estas regiones en paralelo y, como el caso de la CIl, se acelere el
almacenamiento de la informacion. Sin embargo, aun no se tiene claro cuales mecanismos
puedan llevar a posibles cambios sinpticos.

Se puede considerar el papel del estrés en el deterioro de la MLP en condiciones de
aprendizaje incrementado (sobrerreforzamiento), que presupone un mayor nivel de estrés que en
los entrenamientos con intensidades de choque mas bajas. Es bien conocido que las hormonas
liberadas durante situaciones de estrés tienen un efecto modulador de la memoria, y bajo
determinadas condiciones producen mejoramiento o deterioro de la misma (McGaugh y

Roozendaal, 2002). Estudios realizados por McGaugh y colaboradores desde la década de los
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sesentas, sugieren la existencia de un mejoramiento o facilitacion de la consolidacion de la
memoria. Ellos describieron que la administracion sistémica de estimulantes del SNC facilitan
el proceso de consolidacién en distintas tareas de aprendizaje (McGaugh y Roozendaal, 2009).
Un ejemplo de estos trabajos reportan que la administracién por via intraperitoneal de sulfato de
estricnina administrada inmediatamente o 15 minutos después de cada ensayo de entrenamiento
en la resolucién de un laberinto T se produce una mejoria de la consolidacion de la memoria en
esta tarea (McGaugh et al., 1962).

Cabe mencionar que todas las experiencias de aprendizaje producen estrés en diferentes
grados, entre otras causas debido a que implican por lo general situaciones de novedad, incluso
cuando se usan reforzadores positivos. En el caso de las ratas, es bien conocido que son por
naturaleza neofdbicas, por lo que resulta complicado aislar las respuestas de estrés per se, de
otros aspectos importantes en la formacion de la memoria, de los eventos celulares y
moleculares que se encuentran asociados con la formacién de la memoria, y de las interacciones
entre estos factores. Sin embargo, resulta evidente que la intensidad del choque eléctrico podria
dar diferentes respuestas de estrés al menos de forma cuantitativa, aunque hasta el momento no
se ha determinado el grado de participacion del estrés en el efecto protector contra la amnesia
producida por anisomicina. Existe evidencia de que un choque eléctrico de intensidad baja (0.55
mA) aplicado en ratas incrementd los niveles de noradrenalina en la amigdala medido a través
de microdidlisis (Galvez et al., 1996). Mientras que la cantidad de esta catecolamina liberada
varid directamente con la intensidad del choque eléctrico (0.3, 0.7 y 1.2 mA) (Quirarte et al.,
1998).

Por otra parte, la administracion post-entrenamiento de hormonas adrenocorticales
facilitan el proceso de consolidacion de la memoria de tareas dependientes de contexto. La
administracion subcutadnea de corticosterona después del entrenamiento de la tarea de
condicionamiento de miedo al contexto mejord la memoria, cuando se realizo la prueba a las 24
horas (Hui et al., 2004). La administracion de un antagonista de receptores 1 adrenérgicos
inmediatamente después de la tarea de El en el nucleo de la amigdala basolateral (ABL),
bloquea los efectos de facilitacion de la memoria inducidos por la administracion de un agonista
de receptores a glucocorticoides tipo 1l en la misma region (Quirarte et al., 1997). Otro estudio
ha demostrado que la administracion de corticosterona en la region del estriado dorsal de ratas,

inmediatamente después del entrenamiento en la tarea de El, produce efectos dependientes de la
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dosis: Dosis moderadas (10 ng) producen mejoria en la memoria y dosis altas (60 ng) producen
deterioro. En el mismo estudio se sugiere que los efectos de facilitacion son bloqueados cuando
se administra un antagonista de los receptores beta adrenérgicos en la ABL (Medina et al.,
2007).

De lo anterior se puede especular que los mecanismos de accion que participan en el
fendmeno de facilitacion de la consolidacion de la memoria de la tarea de EI pueden deberse a
la accion de este subgrupo de hormonas esteroideas denominados glucocorticoides. Algunos
estudios sugieren que la fuerza que establece la informacion en una memoria de largo plazo
podria depender del estimulo estresante en la situacién de entrenamiento. En una serie de
experimentos llevados acabo en los dias de prueba de la tarea de condicionamiento al miedo al
contexto, en distintos grupos de ratas se sometieron a diversas intensidades de choque eléctrico
(entre 0.2 y 1.0 mA), se observo una relacién directa entre la intensidad del choque eléctrico en
el entrenamiento y el nivel de inmovilizacién (respuesta condicionada de miedo utilizada como
indice de memoria) observados en los dias de la prueba de MLP (Cordero et al., 1998). El
mecanismo de accién clasico de los glucocorticoides es la modulacion del proceso de
transcripcion con efectos inmediatos sobre la sintesis de un amplio nimero proteinas lo que
permitiria pensar que puede inducir cambios plasticos relacionadas en memoria (McEwen,
1999). Aungue resulta evidente que la intensidad del choque eléctrico podria dar diferentes
respuestas de estrés, al menos de forma cuantitativa y llevando acabo activacion de mecanismos
de estrés, queda por comprobar el grado de participacion del estrés en el efecto protector contra
la amnesia producida por inhibicion de sintesis proteinas.

La mayor parte de la literatura sugiere que la memoria es mantenida en el sistema
nervioso a través de cambios en la estructura de los contactos sinapticos de las neuronas. Esta
plasticidad se inicia en respuesta a la actividad, dependiente del aprendizaje, de la postsinapsis.
Esto implica que la sefial inicial postsinaptica, dada por los ligandos en el espacio sinaptico,
debe ser comunicada por otras moléculas intracelulares a los mecanismos responsables de los
cambios directamente relacionados con la reestructuracién de la sinapsis, entre ellos la sintesis
de proteinas (Abel y Lattal, 2001)

Tomando en consideracion los datos obtenidos en este trabajo, podria especularse que en
condiciones de aprendizaje incrementado podria reclutarse proteinas ya existentes para la

formacion de la memoria a largo plazo. Algunos trabajos han sugerido que el factor
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neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés), como un potente mediador
debido a su capacidad reguladora de las modificaciones funcionales y morfoldgicas, esenciales
para la consolidacion sindptica (Bramham y Wells, 2007). BDNF se encuentra en vesiculas
presentes en los botones terminales y las dendritas de neuronas glutamatérgicas y su secrecion
se da en forma dependiente de actividad tanto de sitios pre como postsinapticos (Hartmann et
al., 2001). Ademas de que tiene un papel importante en la expresion de la potenciacion a largo
plazo (LTP, por sus siglas en inglés) en el hipocampo tanto en sus fases tempranas como
tardias. Se ha demostrado que la subsecuente estimulacion de sintesis de proteinas es mediada
por BDNF, para el mantenimiento de la LTP.

Bekinschtein y colaboradores (2007), han reportado el efecto de BDNF en la tarea de El
con la variante de step-down. Los resultados sefialan que 12 horas después de la adquisicion se
presenta en una fase dependiente de sintesis de proteinas y BDNF para la estabilizacion de la
memoria en el hipocampo. Y por otra parte, Moguel-Gonzalez y colaboradores (2008),
reportaron que la administracion de BDNF previa a la sesion de entrenamiento en la tarea de
aversion a los sabores, revierte el deterioro en la MLP ocasionado por la anisomicina en la
corteza insular. Sugiriendo que esta neurotrofina es indispensable en la estabilizacién de la
memoria. De la misma forma, un estudio reciente demostré que este deterioro en la MLP para
esta tarea puede presentarse en dos ventanas temporales a las 5 y 7 horas después de la
adquisicion. La administracion de BDNF inmediatamente después de la administracion de
anisomicina revierte el deterioro de la memoria en ambos periodos de tiempo. Esto permite
sugerir que BDNF es un producto esencial y es requerido en regiones de la neocorteza como es
el caso de la corteza insular, incluso horas después de que la informacion ha sido consolidada
(Martinez-Moreno et al., 2011).

De igual forma, estudios recientes realizados por Moncada y colaboradores (2011) han
sugerido que la novedad de un contexto, juega un papel importante en el establecimiento de la
consolidacién de la memoria. Estudios previos han demostrado que la LTP temprana puede ser
robustecida en una LTP tardia debido a la exposicidén de ratas a ambientes novedosos. Este
efecto se observo después de un periodo corto de exposicion. Por lo tanto, se postulé que
proteinas relacionadas a eventos plasticos, son sintetizadas (plasticity-related proteins, del
inglés) en el periodo de la novedad. En este sentido, la novedad induce un reforzamiento en la

LTP y es bloqueada cuando un inhibidor de la sintesis de proteinas es aplicado antes de la
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exploracién a un ambiente novedoso. Para explicar como las proteinas sintetizadas interactdan
con entradas especificas, la hipotesis del etiquetamiento sinaptico (sinaptic tagging, del inglés)
postula que proteinas relacionadas a eventos plasticos son capturadas en sinapsis especificas
que fueron previamente etiquetadas por actividad sinaptica. Una etiqueta sindptica marca de
manera transitoria una sinapsis despues de la activacion en una via en la cual el reconocimiento
local de proteinas sintetizadas producen un cambio en la eficiencia de la transmisién (Ballarini
et al., 2009).

Los autores demostraron que un bajo entrenamiento en El step-dow, induce la formacion
de una MCP, pero no una MLP. Sin embargo, si los animales son sometidos a un protocolo de
exploracion de un campo abierto novedoso®, antes o después del bajo entrenamiento, la
exploracién a un ambiente novedoso, pero no familiar, induce la formacién de una MLP,
después de la sesion de entrenamiento. Este efecto causado por la novedad depende de la
activacion de receptores dopaminergicos D; y Ds y de la sintesis de proteinas en el hipocampo
dorsal (Moncada y Viola, 2007). A este proceso le han denominado como marcaje o etiqueta
conductual (behavioral tagging, del inglés). Estos autores proponen que este proceso requiere de
la sintesis de proteinas relacionadas a eventos plasticos como mecanismo general en la
formacion de la MLP, el cual se establece a partir de una etiqueta de nuevo o familiar en
condiciones de un bajo entrenamiento que permiten la estabilizacién de un trazo de memoria
(Moncada y Viola, 2007; Ballarini et al., 2009).

Asimismo estos autores demostraron que animales a los cuales se les someti6 al
protocolo de exploracion de un campo abierto 1 hora antes del bajo entrenamiento de EI step-
down (los animales recibieron una intensidad de choque eléctrico de 0.15 mA), induce la
formacion de una MLP. Asimismo se observo que la administracion i.p. de agonistas receptores
de D; y Ds (SFK 38393) y de agonistas del receptor de noradrenalina 1, 70 minutos antes del
entrenamiento promueven la consolidacion de la tarea inducida por la exposicién a la novedad.

Bajo estas condiciones experimentales, se observo un déficit en la memoria cuando se

®En dicho procedimiento, se utiliza una caja cuadrada de color negro cuyo piso es dividido en nueve cuadrantes y es cubierto con
arena. En una sesidn de novedad consistid en colocar al roedor en el interior permitiéndole el explorar libremente el contexto
durante 5 minutos antes del entrenamiento de la tarea de El. Por otra parte, una sesion de familiaridad, al roedor se le permite
explorar libremente durante 30 minutos y este habituara al contexto, un dia previo al entrenamiento (Moncada y Viola, 2007).
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administré anisomicina en el hipocampo dorsal, 10 minutos de la aplicacion intraperitoneal de
los agonistas de catecolaminas.

Por otro lado, si los animales reciben un alto entrenamiento de EIl step-down (los
animales recibieron una intensidad de choque eléctrico de 0.5 mA) y se aplican antagonistas de
los receptores D; y Ds (SHC-23390) en el hipocampo dorsal, 10 minutos antes del
entrenamiento, se produce un deterioro en la MLP. Este déficit amnésico es revertido, cuando
los animales se les someten al protocolo de campo abierto, 50 minutos antes de la
administracion de los antagonistas dopaminérgicos. Bajo estas condiciones experimentales, se
observo que si la anisomicina es aplicada en el hipocampo dorsal inmediatamente después de la
exposicion a la novedad y posteriormente se aplican los antagonistas, antes del entrenamiento
de la tarea EI se pierde el efecto de recuperacion de la memoria inducido por la novedad. Las
conclusiones de este trabajo fueron que los receptores Dy /Ds y B1 adrenérgicos son necesarios
para la formacion de la MLP. De este modo, la fortaleza de la MLP puede ser afectada
eventualmente conduciendo a su formacién o su deterioro (Moncada et al., 2011). A pesar de
las diferencias de protocolos, los trabajos de Moncada y colaboradores ofrecen una posibilidad
para estudiar, si estos mecanismos se encuentran relacionados en nuestro modelo experimental
referente la participacion de otros sistemas de memoria que reciben y procesan la informacion
de forma paralela. Por lo que queda aun por determinar el grado de participacion del estrés en el
efecto protector ocasionada por la anisomicina considerando que la intensidad del choque
eléctrico podria generar diferentes respuestas de estrés.

En sintesis, es posible sugerir que el sobrerreforzamiento activa la participacion de otros
sistemas de memoria que reciben y procesan la informacion de forma paralela, lo que permite
explicar el fendbmeno de proteccion a la amnesia y la aceleracion de la consolidacion en la Cl.
Sin embargo, esta propuesta debe ser sujeta a la prueba experimental, con otras aproximaciones
metodologicas de manera que permitan conocer a fondo los mecanismos cuales se ejerce el

fendmeno de proteccién de la memoria.

6.3. Consideraciones acerca de la sintesis de proteinas en la formacion de memoria a largo
plazo
Durante las ultimas dos décadas la mayor parte de los esfuerzos de investigacion se han dirigido

hacia el descubrimiento de la secuencia de acontecimientos que finalmente conducen a la
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actividad impulsada por la transcripcion y, en consecuencia la sintesis de proteinas. Sin
embargo, investigaciones recientes han propuesto que la degradacion de proteinas, también tiene
un papel como un proceso regulador para el mantenimiento de trazos de memoria por periodos
prolongados (Fioravante y Byrne, 2011).

La degradacion de proteinas se lleva acabo a través de tres rutas principales: 1) Las
proteasas lisosomales, que son enzimas relativamente pequefias que estan presentes,
practicamente en todas las células de mamiferos excepto en los glébulos rojos. 2) Las enzimas
Ilamadas catepsinas que incluyen a las proteasas plasmaticas membranales, entre ellas las
metaloendoproteasas; se encuentran asociadas a las membranas en las células o son secretadas y
acttan fuera de las células como la colagenasa. 3) El sistema de proteosomas que envuelve a un
sistema dependiente de ATP y de un polipéptido Ilamado ubiquitina. Las tres rutas principales
han sido relacionadas con la regulacion de la sefializacion celular y plasticidad sinéptica.
Aunado a lo anterior, una serie de investigaciones muestran evidencia de que el sistema
ubiquitina-proteosomas esta involucrado en el mantenimiento de la informacion a largo plazo,
siendo hasta el momento, la Unica ruta de degradacion de proteinas estudiada. (Fioravante y
Byrne, 2011). Al respecto, Lopez-Salon y colaboradores entrenaron animales en la tarea de El
en la variante de step-down. Administraron lactacistina (un inhibidor de especifico del sistema
ubiquitina-proteosoma) en el hipocampo dorsal, 1 y 7 horas después del entrenamiento, se
encontrd un deterioro en la memoria. En contraste se observo que el tratamiento no tuvo efecto
cuando este fue aplicado 10 horas después de la adquisicion de la memoria.

Adicionalmente, los autores encontraron que la actividad proteolitica de la subunidad 26
de la proteina ubiquitina presentd un incremento por al menos 4 horas después de la adquisicion
del entrenamiento de El (Lopez-Saldn et al., 2001). Esto sugiere que podrian representar los
primeros eventos que desencadenen a la consolidacion de la memoria (Fioravante y Byrne,
2011). De este modo, resultados similares fueron descritos por Artinian y colaboradores (2008),
al administrar un inhibidor especifico del sistema ubiquitina-proteosoma en el hipocampo y
evaluar el efecto en la tarea de laberinto acuatico de Morris’. Los resultados mostraron que

existe una ventana de tiempo durante el cual la funcién del sistema ubiquitina-proteosomas es

" En esta tarea el animal aprende a localizar una plataforma oculta en varias sesiones de entrenamiento mediante el uso de claves
espaciales con el objetivo de escapar del agua (Fioravante y Byrne, 2011).
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requerido inmediatamente después de la adquisicion de la informacion, pero no se encontrd que
este fuera afectado por el tratamiento cuando se aplico a las 3 horas después de la adquisicion.

Todos estos resultados sugieren que la activacion del sistema ubiquitina-proteosomas se
requiere para la consolidacion de la memoria, aunque se requiere de mas estudios para
determinar cudles son las proteinas blanco y su significado funcional de su degradacién en la
formacion de la MLP. Un estudio ha propuesto dos tipos de proteinas que son regulados por el
sistema ubiquitina-proteosomas. Lee y colaboradores (2008) encontraron un incremento de
poliubiquitanizacion de dos proteinas postsinapticas (shank y GKAP) en el hipocampo después
del entrenamiento de la tarea de condicionamiento al miedo dependiente de clave®. Esto permite
considerar que la degradacion de proteinas conjuntamente a la transcripcion y la traduccion,
tienen un papel como procesos reguladores para el mantenimiento de trazos de memoria por
periodos prolongados. Es relevante mencionar que esta serie de evidencias han comenzado a
replantear seriamente la teoria del requerimiento de sintesis de proteinas para la formacion de la
MLP, y se han buscado modelos alternativos.

Aunado a lo anterior, se ha reportado que la administracion de anisomicina produce
deficiencias en la memoria ocasionadas por sus efectos inespecificos. Existe evidencia que
demuestra que la anisomicina es un activador de dos cinasas: p38 y JNK pertenecientes a la
gran familia de las MAPK (Routtenberg y Rekart, 2005; lordanov et al, 1997), mas no de ERK
1y ERK 2 (Cano et al., 1994). Se sabe que la via de sefializacion p38 se activa cuando se
genera depresion de largo plazo (LTD) (lto-Ishida et al., 2006) y ayuda al establecimiento de
ciertas formas de plasticidad sinaptica (Thomas y Huganir, 2004). En 1998, Berman y
colaboradores reportaron que p38 no interviene en la consolidacién de la tarea de aversion al
sabor en la Cl. Al mismo tiempo, hallaron que la via de JNK se activa en la ClI como
consecuencia de la formacién de esta memoria (Berman et al., 1998). Si bien en esta tesis no se
exploro la posibilidad de que la anisomicina alterara la MLP a través de la activacion de las vias
p38 0 JNK, la evidencia sugiere, por un lado, que p38 no esta involucrada en la memoria y por

otro lado, que JNK promueve la formacién de la memoria de aversion al sabor, por lo que si se

8El animal es colocado en una camara donde tras escuchar un tono recibe una descarga eléctrica en las patas. Después de varias
asociaciones entre estos dos estimulos se da como resultado la respuesta condicionada. La respuesta condicionada se manifiesta
cuando se presenta el tono en la cdmara; el animal despliega una conducta de inmovilidad (freezing). EIl porcentaje del tiempo en
que el animal permanece inmovil durante la presentacién del tono se utiliza como indice de memoria (Johansen et al.,2011).
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potencia la actividad de esta via, el resultado deberia favorecer la memoria de la tarea. Sin
embargo, esto se desconoce.

Recientemente el grupo de Gold demostrd que la infusion intra-amigdalina de una dosis
amnésica de anisomicina produce un exagerado incremento en la liberacién de noradrenalina,
dopamina y serotonina, entre 1000 y 17,000% por encima de los niveles basales medida en el
sitio de la infusion. Este efecto inicial va seguido por un efecto tardio en el que hay una amplia

y prolongada disminucién en la liberacion de estos neurotransmisores. El bloqueo de los
receptores a noradrenalina de la amigdala al momento de las inyecciones de anisomicina, atenda
la amnesia producida por la anisomicina. (Canal, et al., 2007; Qi y Gold, 2009). Del mismo
modo, se corrobor6 en otro estudio que la aplicacion de lidocaina y anisomicina en la amigdala,
130 y 120 minutos respectivamente antes del entrenamiento de la tarea El step-down se atenda la
amnesia y se incrementa la liberacion de noradrenalina, respectivamente (Sadowski et al., 2011).
Los autores concluyeron que la amnesia producida por la anisomicina se debe a estos efectos
inespecificos y no a la inhibicidn de la sintesis de proteinas. Al mismo tiempo se ha sugerido que
los efectos amnésicos de los inhibidores de la sintesis de proteinas, principalmente la
anisomicina, desencadenan un aumento y acumulacion prologando en la activacion de genes de
expresion inmediata temprana, lo que genera aumento en la transcripcion 'y disminucion de la
sintesis de genes represores. Paraddjicamente, estos efectos tienden involucrar a una
hiperproduccion en lugar de la reduccion de las proteinas recién sintetizadas. Esta accién
ejercida por los inhibidores de la sintesis de proteinas explicaria alguno de sus efectos sobre la
MLP (Radulovic y Tronson, 2008).

Como se menciono anteriormente, este campo de estudio necesita de la formulacion de
nuevas hipotesis que reemplacen a la que hasta recientemente ha prevalecido, es decir, la
hipotesis de la consolidacion de la memoria que es dependiente de la sintesis de proteinas.
Como parte de una de ellas, se ha propuesto que la sintesis de proteinas podria jugar un papel
permisivo y no uno central en la formacion de la memoria. Es decir que, las proteinas
sintetizadas de novo tendrian una funcion homeostatica de reponer otras proteinas,
principalmente de aquellas con una vida media corta, con mayor susceptibilidad a protedlisis,
y/o después de una estimulacion intensa en donde el recambio de proteinas podria ser mas
acelerado, y que las proteinas ya existentes en la sinapsis serian las encargadas de producir los

cambios que subyacen al trazo de memoria (Routtenberg y Rekart, 2005). De acuerdo con los
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resultados obtenidos en la presente tesis, podria suponerse que al menos bajo condiciones de
aprendizaje incrementado, la participacion de las proteinas preexistentes es suficiente para la
formacion de MLP. En congruencia en lo anterior, algunos trabajos indican que la formacion de
la memoria podria requerir proteinas ya existentes. Un estudio realizado por Barnes y Thomas
(2008) demostraron que la aplicacion de anisomicina, nucleotidos antisentido contra el BDNFo
tPA-STOP (un inhibidor de la activacion de BDNF por proteo6lisis del precursor proBDNF) en
el hipocampo dorsal deteriora la MLP en animales fueron entrenados en la tarea de miedo
contextual y que depende de la activacion de BDNF. Otros estudios demuestran que en ausencia
de sintesis de proteinas pueden ocurrir la clase de cambios sinapticos persistentes que se piensa
forman parte de los mecanismos subyacentes del almacenamiento. A partir de ello se han
investigado los mecanismos intracelulares de la plasticidad sinaptica, particularmente
estudiando el papel de genes cuya transcripcion y/o traduccion es inducida en corto tiempo por
la entrada de iones de calcio en la postsinapsis. A estos se les llama genes de expresion
inmediata (GEI), y para su transcripcion no requieren de la sintesis de novo de otras proteinas ni
activacion previa de otros genes (Miyashita et al., 2008). Debido al estrecho acoplamiento entre
la actividad neuronal y la expresion de GEI, éstos han sido postulados como candidatos para
llevar a cabo procesos de plasticidad en las conexiones entre las neuronas que subyacerian la
memoria a largo plazo (Miyashita et al., 2008). En este sentido, se ha descrito la participacion
de Arc en una forma de LTD que requiere de sintesis proteinas rapida y de novo en las
dendritas, y que es independiente de los receptores NMDA. La activacion de receptores
mGIuR1 induce en 5 minutos la traduccion del ARNm de Arc que ya se encuentra en las
dendritas (constitutivo), respuesta que es esencial para el desarrollo de LTD. A su vez la
traduccion de Arc necesita de la fosforilacion del factor de elongacion eucariético por una
cinasa que usualmente esta unida a los mGIuRs (eEF2 y eEF2K respectivamente, por sus siglas
en inglés). Ademas de promover la sintesis de la proteina de Arc, eEF2 inhibe la elongacion de
las demaés proteinas, por un mecanismo que aun no es bien comprendido (Park et al., 2008).

La importancia de estos trabajos es que demuestran que en ausencia de sintesis de
proteinas pueden ocurrir la clase de cambios sinapticos persistentes que se piensa forman parte
de los mecanismos subyacentes del almacenamiento de la memoria de largo plazo y
consecuentemente, los datos obtenidos en este trabajo no se encuentran en contradiccion con

dicha idea.
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Perspectivas

Seria provechoso evaluar el papel que juega la noradrenalina en la corteza insular, el
hipocampo, estriado, sustancia negra compacta, y amigdala enentrenamiento
incrementado de la tarea de evitacidn inhibitoria y asimismo analizar los niveles de este
neurotransmisor como efecto ocasionados por la administracién de anisomicina, para

verificar la consistencia o generalizacion los datos presentados por el grupo de Gold.

Mas aln, seria conveniente explorar la interpretacion aqui propuesta de la funcion de Arc
y BDNF como posible mecanismo que permitiria explicar el fenémeno de proteccion a la
amnesia observada en otras regiones cerebrales y posiblemente la aceleracion
almacenamiento de la memoria observado en la CI.

Por supuesto, seria preciso verificar si la propuesta del fenémeno de proteccion a la
amnesia y posiblemente la aceleracion almacenamiento de la memoria podria
potencialmente hacerse extensiva para otras tareas de aprendizaje como la version de

evitacioén activa.

7. CONCLUSIONES

La administracion de anisomicina en la corteza insular, inmediatamente después del
entrenamiento de evitacion inhibitoria, en los animales entrenados con intensidades altas
de choque eléctrico no produjo amnesia, a pesar de los efectos inespecificos de la
anisomicina.

La administracion de anisomicina en la corteza insular, 30 minutos antes del
entrenamiento de evitacion inhibitoria, en los animales entrenados con intensidades altas
de choque eléctrico produjo amnesia.

Estos resultados indican que el efecto protector del aprendizaje incrementado
(sobrrereforzamiento) activa la participacion de otros sistemas de memoria que reciben y
procesan la informacion de forma paralela, 1o que permitirian explicar el fenémeno de
proteccion a la amnesia y posiblemente la aceleracién almacenamiento de la memoria de

laenlaCl.
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