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RESUMEN

La memoria gustativa es el proceso mediante el cual se forma el trazo de memoria de un
sabor seguro o de un sabor asociado a aversion a partir de la presentacion de un estimulo
gustativo. Cuando se expone a una rata a un sabor nuevo esta presenta un consumo re-
ducido del sabor, conocido como neofobia. Este fendbmeno desaparece de manera gra-
dual y el consumo incrementa desde la segunda presentacion del sabor (atenuacion de la
neofobia) manifestando que la rata aprendié que es seguro consumirlo. Sin embargo, si
se induce malestar gastrico después de la primera exposicién al sabor, la rata mostrara un
condicionamiento aversivo a ese sabor y evitara consumirlo de nuevo. Hasta ahora las
investigaciones sobre la consolidacién de memorias gustativas se han centrado en estruc-
turas como la corteza insular y la amigdala, pero se ha evaluado muy poco la participa-
cion del hipocampo en este tipo de tareas. En este trabajo se evalué el efecto de la inyec-
cion de un inhibidor de sintesis de proteinas durante la formacién gustativa de un trazo de
sabor seguro o asociado a aversion, usando la atenuacion de la neofobia y el condicio-
namiento aversivo al sabor como modelos experimentales en ratas. Se observd que el
bloqueo de la sintesis de proteinas en el hipocampo dana la memoria gustativa segura,
pero no se observan alteraciones cuando la memoria a consolidarse tiene un componente
aversivo. Asi podemos observar que el hipocampo tiene una participacién diferencial en la

misma estructura dependiendo de las consecuencias del estimulo gustativo.



INTRODUCCION

Nuestra individualidad esta dictada por lo que hemos aprendido y por lo que podemos
recordar. Aprendemos habilidades que nos permiten modificar y manejar nuestro ambien-
te y aprendemos un lenguaje para comunicar lo que hemos aprendido (Kandel et al.,
2000). Estos procesos son cruciales para la sobrevivencia de los individuos, tratemos por
un momento de imaginar que no podemos recordar como comunicarnos con los demas, o
cémo llegar a nuestra casa o si quiera cual es nuestro nombre. La memoria nos da identi-
dad y nos permite adaptarnos conductualmente a un medio que se encuentra en constan-
te cambio. Se define al aprendizaje como el proceso por el cual adquirimos conocimientos
sobre el mundo y a la memoria como el proceso que permite que este conocimiento sea

codificado y almacenado para después ser evocado (Kandel et al., 2000).

Los Inicios

La inquietud por saber como se procesa y almacena la memoria es muy antigua, en un
principio ni siquiera se relacionaba al cerebro con este tipo de funciones. Franz Joseph
Gall, a principios del siglo XIX, introdujo la idea de que el cerebro es el “6rgano de la
mente” y que se podian atribuir diferentes “facultades” a regiones especificas de la corte-
za cerebral (Rozenzweig, 1996). Gall solo se dedicaba a observar la superficie de los cra-
neos de las personas y de acuerdo a las formas que encontraba teorizaba sobre las ca-
pacidades tanto intelectuales como emocionales de estas, a este tipo de interpretaciones
se le llamé Frenologia (Milner et. al., 1998). Mas adelante, en 1861, Pierre Paul Broca
observd que las lesiones en algunas regiones cerebrales llevaban a un déficit en el len-

guaje; estos descubrimientos apoyaron la idea de que los procesos mentales, incluida la



memoria, podian ser localizados en puntos especificos del cerebro. Ya en 1940, Penfield
observo que al estimular eléctricamente el |6bulo temporal de algunos pacientes que su-
frian ataques epilépticos, obtenia una respuesta a la que llamé “respuesta de experien-
cia”. Lo que sucedia era que los pacientes, totalmente despiertos durante el procedimien-
to, al ser estimulados en esta area especifica, recordaban experiencias pasadas. Con es-
tos resultados se comenzé a asociar al [6bulo temporal con el almacenamiento de memo-
rias (Kandel et al., 2000).

En 1885, Ebbinghaus publicod su tratado Uber das Gedéchtnis (‘Acerca de la memoria”)
en donde, usandose a si mismo como sujeto experimental, creo una lista de silabas sin
sentido y se dio a la tarea de memorizarla. Tomando el tiempo que le llevaba memorizar
la lista y el tiempo que le llevaba re-aprenderla después de un intervalo temporal, creé las
curvas de aprendizaje y de olvido; la principal contribucion de Ebbinghaus a estos estu-
dios fue mostrar que la memoria se puede estudiar rigurosamente y siguiendo el método
cientifico, contradiciendo las ideas que se tenian hasta el momento de que los procesos
mentales eran imposibles de medir, que estaban fuera del alcance de la investigacion
(Lechner et al, 1999).

Después de Ebbinghaus, los conductistas Pavlov y Thorndike buscaron la manera de es-
tudiar los procesos de aprendizaje y memoria en animales. Pavlov estudiaba los procesos
fisioldgicos de la digestidon (estudios que le merecieron el permio Nobel en 1904) utilizan-
do como animal experimental al perro. Media la cantidad de salivacién ante la presencia
de comida. Después de varios ensayos en los que el experimentador entraba al cuarto
donde se encontraba el perro llevando la comida, los perros respondian salivando a la
sola presencia del experimentador, sin necesidad de tener contacto con la comida. Pavlov
llamé a este fendmeno condicionamiento clasico, en el que se asocia un estimulo que

provoca una respuesta incondicionada (en este caso la comida, que provoca la salivacién



en el perro) a otro estimulo (la presencia del experimentador) y se provoca una respuesta
condicionada (que el perro salive ante la sola presencia del experimentador, sin necesi-
dad de oler o ver la comida) (Pavlov, 1927); este tipo de condicionamiento es ahora alta-
mente utilizado en el campo de la investigacién de la memoria.

Por otro lado, Thorndike estudié el aprendizaje desde otra perspectiva, él utilizdé una “caja
problema” en la que colocaba a un gato hambriento y comida fuera de la caja; para que
este pudiera escapar y accesar a la comida tenia que accionar una palanca que abria la
puerta de la caja; Thorndike observd que los animales se comportaban en un principio de
manera azarosa, y conforme transcurrian los ensayos aprendian que accionar la palanca
los liberaba de la caja, entonces disminuia su conducta azarosa y tardaban cada vez me-
nos tiempo en accionarla. A este tipo de condicionamiento le llamo operante, ya que la
conducta de los sujetos tiene que operar sobre su ambiente para lograr un objetivo
(Thorndike, 1911).

La idea de que el I6bulo temporal es indispensable para la formacién de ciertas memorias
se confirmé en 1953, cuando Brenda Milner describié el caso de un paciente (H.M.) que
sufria de graves ataques epilépticos que le impedian tener una vida normal. Los doctores
localizaron y removieron las estructuras cerebrales en donde se localizaba el foco epilép-
tico, al hacerlo removieron bilateralmente el I6bulo temporal del paciente, incluyendo el
hipocampo anterior, la amigdala y las cortezas entorrinal, perirrinal; sin embargo la corte-
za parahipocampal no fue afectada en su mayoria (Milner et. al., 1998). Como conse-
cuencia de esto, H.M. sufrié de una severa amnesia anterégrada y una pequefia amnesia
retrograda; después de la cirugia era incapaz de formar nuevas memorias. Al principio se
pensé que el I6bulo temporal, removido en H.M, era el causante de la formacion de todas
las memorias, pero al probar al paciente en diversas tareas, Milner y Scoville observaron

que habia algunas en las que H.M. mejoraba con los ensayos, especificamente en tareas



de habilidad motora y aprendizaje reflexivo simple (habituacion, sensibilizacion, condicio-
namiento clasico y operante). El paciente mejoraba en la realizacién de la tarea pero
cuando se le senalaba que este mejoramiento lo habia obtenido a través de la experien-
cia, él respondia con seguridad que nunca antes habia realizado dicha tarea (Kandel et al,

2000).

Clasificacion de la Memoria

De estas observaciones se dedujo que existian dos tipos de memoria. La primera depen-
de de la integridad del I6bulo temporal y le da al organismo la capacidad para recordar
conscientemente hechos y eventos (Milner, et al. 1998), a este tipo de memoria se le de-
nomina memoria explicita o declarativa; es rapida, puede formarse incluso después de un
solo entrenamiento e involucra la asociacion de estimulos simultaneos (Kandel y Hawkins,
1992). Tulving dividié a la memoria explicita en memoria episédica, que codifica informa-
cion sobre eventos y experiencias personales; y memoria semantica, que codifica infor-
macién sobre hechos (Fig.1).

El otro tipo de memoria se conoce como memoria implicita 0 no declarativa, ésta implica
cambios en habilidades, le da la capacidad al individuo de responder apropiadamente a
un estimulo como resultado de la practica y sucede sin que el sujeto sea capaz de descri-
bir que ha aprendido (Milner, et al 1998); este tipo de memoria no depende del |I6bulo
temporal, es mas bien adquirido y retenido en sistemas motores y sensoriales debido a la

plasticidad de estos (Kandel & Hawkins, 1992).



MEMORIA DE LARGO PLAZO

MEMORIA NO DECLARATIVA (IMPLICITA)

DECLARATIVA (EXPLICITA) pROCEDIMIENTO . APRENDIZAJE NO

CONDICIONAMIENTO
(HABIILIDADES Y  MING CLASICO SIMPLE ASOCIAT|VO
HABITOS)

HECHOS EVENTOS

RESPUESTAS MUSCULATURA
EMOCIONALES ESQUELETICA
I I

LOBULO TEMPOROMEDIAL  ESTRIADO  NEOCORTEZA AMIGDALA  CEREBELO VIAS RE-
DIENCEFALO FLEJAS

Fig. 1. Clasificacion de la memoria segun Squire (Modificado de Milner, et. al., 1998).

Una clasificacién diferente surgié a partir de los trabajos de Ebbinghaus, en los que ob-
servo que al tratar de memorizar su lista de silabas sin sentido, s6lo era capaz de recor-
dar alrededor de siete y que dentro de la primera hora después de haber estudiado la lis-
ta, su memoria era susceptible al olvido (Milner, et.al., 1998). Estas observaciones lleva-
ron a William James a proponer, en 1890, una division de la memoria de acuerdo a su
duracién. Propuso que la poca informacion que era posible retener inmediatamente des-
pués de estudiarla constituia una memoria primaria (ahora conocida como memoria de
corto plazo, MCP) y la defini6 como el conocimiento que no es necesario evocar porque
nunca ha abandonada el curso principal de nuestro pensamiento. Por el contrario, cuando
la informacién adquirida ya no ocupa nuestra atencién y dejamos de tener conciencia de

ella, pasa a una forma de almacenamiento mas duradera, a una memoria secundaria (0




memoria de largo plazo, MLP), que es almacenada por periodos de tiempo mas largos y

que puede ser extraida al evocar un recuerdo (Bermudez-Rattoni y Prado Alcala, 2001).

Fases de la Memoria

Para su estudio, la memoria se ha dividido en distintas fases, cada una con caracteristi-
cas especiales. La primera fase para la formacion de una memoria es la adquisicion. Du-
rante la adquisicién, la informacion entra al organismo por medio de los sistemas senso-
riales y los estimulos son reconocidos como nuevos o familiares, entonces comienza su
codificacion en areas especificas del cerebro. La informacion que ha sido codificada pue-
de permanecer como MCP, para la cual solo se requiere de cambios post-traduccionales
en proteinas pre existentes; o bien puede atravesar un proceso llamado consolidacion,
después del cual la informacién permanecera por semanas, afos o incluso de manera
permanente en el organismo, MLP. Para que suceda que una MCP pase a una MLP, es
indispensable que ocurra la sintesis de nuevas proteinas que generen modificaciones pa-
ra que ocurra un cambio ya sea en fuerza o en numero de las sinapsis existentes (Milner,
et al 1998.)

El estudio de la consolidacion se remonta al afio de 1900, con los trabajos de Muller y Pil-
zecker; estos investigadores, utilizando métodos parecidos a los antes descritos por Eb-
binghaus, se dieron cuenta de que no se generan memorias instantaneas y duraderas
después del aprendizaje, si no que la memoria toma tiempo para fijarse (o consolidarse)
(Lechner et al, 1999). Propusieron que la memoria permanece vulnerable a interrupcién
después del aprendizaje por un periodo de tiempo, y que tiene que haber una “preserva-
cion” de ésta para que se pueda consolidar y formar parte de la MLP. Realizaron experi-
mentos en los que a algunos sujetos se les daba una lista de palabras “A” para que la

memorizaran y después de un corto periodo de tiempo se les daba una lista de palabras



“X” que distraia su atencion de la primera lista, la prueba de memoria consistia en pedirles
que recordaran la lista “A”; los sujetos a los que se les habia presentado la lista “X” re-
cordaban muchas menos palabras que aquellos a los que solo se les presentaba la lista
“A”; es decir, que no tenian distractores, o como ellos lo llamaron, interferencia, por un
segundo estimulo. Ademas, observaron que no importa la naturaleza del segundo estimu-
lo, siempre que se presente éste, la memoria en la prueba se ve reducida. Con sus expe-
rimentos dedujeron que la consolidacion era un proceso que se llevaba a cabo en aproxi-
madamente 10 minutos, que era el tiempo en el que ya no observaban una interferencia
tan fuerte del segundo estimulo con el primero (Lechner, et al. 1999).

Otros investigadores probaron el tiempo en el que ocurria la consolidacion en modelos
animales, pero sus resultados diferian de los 10 minutos que habian establecido Miller y
Pilzecker, estas diferencias fueron atribuidas a que las tareas a las que eran sometidos
los sujetos tenian caracteristicas diferentes. A partir de las observaciones de los pioneros
de la consolidacion se creé la teoria de la interferencia, que establece que las memorias
adquiridas cercanamente en el tiempo compiten por un espacio representativo en el cere-
bro, interfiriendo una con la otra (Lechner et al, 1999).

En 1949, Hebb formulé la teoria del trazo dual, que sefala que la MCP se encuentra en
forma de circuitos reverberantes neuronales, y que esta reverberacién de la informacion
induce cambios estructurales en las sinapsis de la red neuronal que esta participando en
la codificacion de esta informacién, y esto permite que la memoria se almacene de forma
permanente (Hebb, 1949). La idea de Hebb afianzé las observaciones de Miller y Pilze-
cker, y le dio a su teoria bases biolégicas, ademas reforzé la idea de que se requeria de
sintesis de nuevas proteinas en las sinapsis participantes para lograr los cambios de los

que hablaba Hebb.
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Ahora sabemos que la consolidacion empieza por una cascada de eventos moleculares
en las neuronas, que llevan a la activacion de factores transcripcionales en el nucleo, es-
tos regulan la transcripcion de ciertos genes que generan nuevas proteinas, algunas de
las cuales producen cambios funcionales en las sinapsis y otras llevan a cambios estruc-
turales, todo esto para almacenar una memoria de manera mas o menos permanente
(Lechner et al, 1999).

Después de la fase de consolidaciéon, ocurre una fase que se denomina evocacion, y que
consiste en la recuperacion de la informacion que fue adquirida y consolidada, para su

utilizacion (Dudai, 2002; Kandel, 2000).

Memoria gustativa

La memoria de reconocimiento se refiere a la habilidad para acceder a la familiaridad de
las cosas que hemos experimentado previamente (Bermudez-Rattoni, 2004). Dentro de
este tipo de memoria se cuenta a la memoria gustativa, durante la cual, un sujeto que se
encuentra ante un sabor, al probarlo, debe distinguir si es nuevo o familiar, esto tiene gran
importancia para la sobrevivencia del organismo, ya que durante el primer encuentro con
un sabor, se realizan asociaciones con las consecuencias de su ingesta, esto permite al
sujeto consumir mas del sabor si tuvo consecuencias benéficas para él, o bien reducir su
consumo o evitarlo del todo si tuvo consecuencias nocivas.

En el laboratorio utilizamos algunos paradigmas para estudiar las distintas fases de la
memoria gustativa en ratas. Durante el primer encuentro con un sabor novedoso, el ani-
mal lo consume con recelo; esta respuesta neofdbica representa un mecanismo de de-
fensa ante la ingesta de comida toxica y se refleja en una baja en el consumo de este sa-
bor con respecto al consumo normal de agua (Nachman y Jones, 1974). Si este sabor

novedoso no le provoco algun malestar, es decir si no se realizaron asociaciones con algo

11



dafino, el animal aprendera que el sabor es seguro, aumentando su consumo en presen-
taciones posteriores hasta llegar a una asintota de consumo (Atenuacién de la Neofobia,
AN). En cambio, si el sabor es asociado a un malestar gastrico, cuando se encuentre con
él por segunda ocasién, evitara su consumo ya que ha sido etiquetado como peligroso.
Este es un tipo de condicionamiento en el cual el sabor (estimulo condicionado) es parea-
do con malestar, por medio de la inyeccién de un inductor de malestar gastrico, por ejem-
plo cloruro de litio (LiCl, estimulo incondicionado), que provoca que el animal muestre en
un segundo encuentro con el sabor, una respuesta condicionada que se observa en la
disminucién en el consumo con respecto al primer dia, indicando que el animal recuerda
las consecuencias que le provoco el sabor la primera vez; a este condicionamiento se le
conoce como condicionamiento de aversion al sabor o CAS. Después de que se ha reali-
zado esta asociacién, es posible lograr que el animal re-aprenda a que ahora ese sabor,
que habia asociado a algo dafino, ya no le causa malestar, esto se logra presentando en
mas ocasiones el sabor sin la inyeccién del inductor de malestar gastrico, a este nuevo
aprendizaje se le llama extincion del CAS. La siguiente figura es una representacién de la

conducta observada durante el aprendizaje gustativo (Fig. 2).
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Linea Base 1 2 3 4 5 6 74

Adquisicién Dias de Prueba

Fig. 2: Representacion de la conducta durante el aprendizaje gustativo. (Modificado de Bermudez Rattoni,

2004)

Hipocampo

El hipocampo es una estructura cerebral que, desde los trabajos de Milner con el paciente
H.M., se ha relacionado con la formacién y almacenamiento de eventos nemonicos. La
formacion hipocampal esta localizada en la profundidad de la porcién media del Iébulo
temporal. Comprende dos regiones que incluyen el hipocampo y el giro dentado. A su
vez, el hipocampo es una estructura que comprende cuatro estratos nombrados por Lo-
rente de N6 como cuernos de Amén 1, 2, 3y 4 (CA1, CA2, CA3 y CA4), principalmente
conformadas por células piramidales. La parte superior del hipocampo corresponde a CA1
y se caracteriza por presentar una capa de neuronas piramidales muy empacadas. El
area CA3 esta unida con el giro dentado por medio de la via de las fibras musgosas y es
la porcion inferior del hipocampo. CA1 y CA3 se conectan a través de la via colateral de

Schaffer. Las células piramidales de CA3 inervan al area CA1 (Fig. 3).
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Ademas, se sabe que el hipocampo tiene conexiones indirectas con la corteza insular,
que se ha encontrado es una estructura esencial para la formacion y almacenamiento de

procesos mnemonicos gustativos (Lavanoux y Amaral, 2000).

Via perforante a
' CAl [ Vidperforamteal
Fibras musgo?as giro dentado

Dentate
gyrus

HIPOCAMPO

Fig. 3. Esquema de las vias aferentes y eferentes del hipocampo (Modificado de Guilherme Neves, et al.,

2008).

Se han generado algunas hipotesis acerca de la manera en la que el hipocampo puede
estar participando en la adquisicion y/o consolidacion de nuevas memorias, y en el alma-
cenamiento de éstas. En general, se propone al hipocampo como una estructura en la
que la memoria permanece por un corto periodo de tiempo ya que cuando deben pasar a
un almacenamiento de largo plazo esta estructura deja de participar y la memoria es
transferida a estructuras corticales que es en donde se realiza el almacenamiento de lar-
go plazo (Dudai Y., 2004).

Existe evidencia, por un lado, que lesiones excitotdxicas del hipocampo de ratas, provo-

can que éstas tengan menor neofobia que los animales que tienen integro el hipocampo;
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ademas, las ratas con lesiones de esta indole muestran en un condicionamiento de aver-
sion a los sabores, menor aversion que las ratas no lesionadas (Krane, et. al.1976). Tam-
bién se han encontrado diferencias en la adquisicién del CAS, las ratas con lesién en el
hipocampo muestran menos aversion que las ratas no lesionadas (Miller, et. al., 1971).
Por otro lado, existen también experimentos en los cuales los animales con el hipocampo
lesionado y los animales no lesionados se comportan de la misma manera en cuanto a
consumo en la neofobia y CAS (Smotherman, et. al. 1981). Stone y cols., en el 2005, in-
yectando muscimol (que es un agonista selectivo de receptores GABAA) inactivaron el
hipocampo y observaron una mejora en el condicionamiento de aversién al sabor en estos
animales en comparacion con el grupo control (Stone et. al. 2005).

Existen entonces evidencias opuestas acerca del papel que tiene el hipocampo en la for-
macion de memorias gustativas, en este estudio analizaremos la participacion del hipo-
campo en la consolidacion de la memoria de reconocimiento de sabores. Una forma de
hacerlo es midiendo el efecto de la inhibicion de la sintesis de proteinas en el hipocampo,
ya que se ha descrito que la sintesis de proteinas es indispensable para que ocurra la

formacién de la memoria a largo plazo (Davis and Squire 1984).

Anisomicina

La anisomicina es un antibiético bacteriano, aislado de Streptomyces griseolus, es un in-
hibidor de la sintesis de proteinas, que se une a los ribosomas eucariontes en la subuni-
dad 60S y actua en la subunidad grande del ribosoma y que inhibe la formacion de los
enlaces peptidicos (loannou, et. al., 1998), es decir, la actividad peptidil-transferasa de

estos.
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Como mencionamos antes, la consolidacion de la memoria depende de sintesis de pro-
teinas de novo, por lo cual, para diferenciar que tipos de memoria son consolidados por
ciertas estructuras cerebrales, la microinyeccién local de inhibidores de la sintesis protei-

ca, como la anisomicina, representa una herramienta muy importante.

HIPOTESIS

El hipocampo participa de manera diferencial en la consolidacion de la memoria gustativa,
participando en la consolidacién de memorias aversivas y no asi en la consolidaciéon de

memorias seguras.

JUSTIFICACION

El papel del hipocampo en la consolidacion de memorias espaciales ha sido ampliamente
comprobado; sin embargo, no se ha logrado establecer su participacion durante la forma-
cion de memorias gustativas. En este trabajo nos planteamos determinar la participacion

del hipocampo durante la consolidacion de la memoria gustativa segura y aversiva.

OBJETIVO

Evaluar el papel del hipocampo en la consolidaciéon de la memoria gustativa segura y

aversiva.

Objetivos particulares
1) Evaluar el efecto de la inhibicion de la sintesis de proteinas en el hipocampo duran-
te la formacion de la memoria de atenuacion de la neofobia.
2) Evaluar el efecto de la inhibicién de la sintesis de proteinas en el hipocampo para
la formacion de la memoria de condicionamiento al sabor.
3) Determinar si es necesaria la sintesis de proteinas en el hipocampo para que ocu-

rra la extincidon de la memoria de condicionamiento al sabor.
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MATERIAL Y METODO

Sujetos

Para todos los experimentos se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso de
entre 280 y 300 grs. al inicio de los experimentos, obtenidas del bioterio del Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM. Se mantuvieron en cajas individuales de acrilico en un ambien-
te externo controlado de 22 + 1 °C, con un ciclo de 12 horas luz/12 horas oscuridad, con
comida ad libitum; el consumo de liquidos solo se limité durante los procedimientos con-

ductuales. Los experimentos y manipulaciones fueron realizados durante la fase de luz.

Implantacion de canulas guia

Las ratas fueron anestesiadas mediante una inyeccion intraperitoneal de una mezcla de
ketamina (83.5 mg/kg) y xilazina (8.6 mg/kg). Una vez anestesiadas, mediante cirugia es-
tereotaxica, se les implantaron canulas guia bilateralmente, colocadas 1 mm por encima
del hipocampo dorsal: AP -3.6 mm; L 3.0 mm y DV -2.3 mm, coordenadas a partir de
bregma (segun el atlas para rata de Paxinos y Watson, 1998). Las canulas fueron fijadas
al craneo de la rata por medio de dos tornillos y acrilico dental y se les colocaron mandri-
les para prevenir obstrucciones. Las ratas tuvieron al menos 5 dias de recuperacion antes

de que se iniciaran los procedimientos conductuales.

Microinyeccion

Las ratas fueron manipuladas dias previos al dia de la inyeccion para evitar estrés. El dia
de la inyeccion, los mandriles se removieron de las canulas y se realizo la microinyeccion
introduciendo una aguja dental conectada por medio de una tuberia de polietileno a jerin-
gas Hamilton de 10 pyl montadas en una bomba automatica de microinyeccion (Carnegie
Medicin). Se inyecté un volumen de 1pl, a una tasa de 1pl/min por hemisferio y el inyector

se mantuvo dentro un minuto mas para permitir la difusion apropiada del farmaco.
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Farmacos

Se utilizé anisomicina (Sigma) como inhibidor de la sintesis proteica en una concentracion
de 120 mg/ml, a la cual se le agregd una cantidad equimolar de HCI y se disolvié en so-
lucién vehiculo (Liquido Cerebro Espinal Artificial: NaCl 125mM, KCI 5mM, NaHPO _H,O
1.25mM, MgSO, _7H,0 1.5mM, NaHCO, 26mM, glucosa 10mM CacCl, 2.5mM) ajustando

después el pH a 7.4.

Procedimiento conductual y diseno experimental

Atenuacién de la Neofobia (AN)
Las ratas fueron privadas de liquidos por 24 hrs. Los siguientes tres dias recibieron 30 ml

de agua, en probetas graduadas de plastico, durante 15 min y su consumo fue medido
para obtener una tasa del consumo de liquido diario (linea base). El dia siguiente (dia 4),
la adquisicion de la tarea consistié en presentar 30 ml de una solucién de sacarina sédica
(0.3%), durante 15 min. Inmediatamente después de la presentacion de sacarina, los
animales fueron inyectados bilateralmente con anisomicina o solucién vehiculo, depen-
diendo del grupo al que pertenecian. La prueba de memoria se realizé 24 horas después
(dia 5), presentando nuevamente una solucion de sacarina sédica 0.3%, durante 15 minu-
tos. Para evitar deshidratacién, los animales recibieron un consumo de agua 4.5 horas

después de cada presentacion de sacarina.

Condicionamiento de Aversion al Sabor (CAS)
Para el condicionamiento de aversion al sabor, el procedimiento fue el mismo que en la

AN, solo que el dia de la adquisicion (dia 4), 15 minutos después del consumo de sacari-
na 0.3%, se les aplicd una inyeccion intraperitoneal de una solucién de LiCl 0.2 M, en una

dosis de 10ml/kg de peso de la rata, utilizado como inductor de malestar gastrico. Inme-
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diatamente después, o bien, inmediatamente antes de la presentacién de sacarina, de-
pendiendo el grupo al que pertenecian los animales, se realizd la microinyeccién de an-
isomicina o solucion vehiculo en el hipocampo. La memoria de largo plazo fue medida 24
horas después presentando una solucidén de sacarina sodica 0.3% por 15 minutos nue-
vamente. Las ratas tuvieron acceso a un consumo de 15 min de agua 4.5 horas después

de cada presentacion de sacarina para evitar deshidratacion.

Extincion del Condicionamiento Aversivo al Sabor.
Para la extincion del CAS se realizaron dos condicionamientos de aversion al sabor; des-

pués, en el sexto dia, se presentd a los animales nuevamente una solucion de sacarina
sodica 0.3%, pero esta vez sin la inyeccion i.p. del inductor del malestar gastrico (LiCl),
este mismo dia se realiz6 la inyeccion en el hipocampo de anisomicina o solucion vehicu-
lo a los animales, dependiendo del grupo en el que estaban incluidos, inmediatamente
después de la presentacion del estimulo condicionado, es decir, en la primera extincién.
Los dias siguientes, se siguid presentando el estimulo condicionado sin el apareamiento

con el estimulo incondicionado para observar una curva de extincion.

Histologia

Al finalizar todos los experimentos, los animales fueron sacrificados con una sobredosis
de pentobarbital y perfundidos con solucién de NaCl 0.9%. Los cerebros fueron removidos
y colocados en formaldehido al 4% durante 48 h, después fueron tratados en un gradiente
de sacarosa (10%, 20%, 30%) durante 3 dias. Posteriormente, se realizaron cortes histo-
l6gicos de 40 um a los que se les realizé la tincion de Nissl para observar en un micros-

copio de luz el correcto sitio de la microinyeccion.

Analisis estadistico
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El analisis se realiz6 mediante diferentes pruebas estadisticas. Para analizar el dia de la
prueba, se utilizé una prueba t no pareada para observar diferencias entre el grupo control
y el experimental. Para analizar dos mediciones en el mismo grupo, se utilizdé una prueba t
pareada, comparando la linea basal de agua con la primera presentaciéon de sacarina, o

bien la primera presentacién de sacarina con respecto a la segunda.

RESULTADOS

La sintesis de proteinas en el hipocampo es necesaria para la consolidacion de la
AN

Los grupos mostraron una robusta respuesta neofdbica, medida como una reduccion en
el consumo de solucién de sacarina con respecto a la linea base (Fig. 4 t19=13.45;
p=<.0001). En los dias 5 y 6 el grupo tratado con anisomicina administrada inmediata-
mente después de la primera presentacion de sacarina (Fig. 4 flecha azul, dia 4) aun
muestra una respuesta neofdbica comparada con el grupo vehiculo (t16=-3.6, p=0.0023;
t16=-2.2, p=0.042 respectivamente). A partir de la cuarta presentacion (dia 7) de sacarina
no se encuentran diferencias significativas (t16=-1.46, p=0.16; t16=-1.37, p=0.1826 respec-
tivamente) del grupo inyectado con anisomicina con respecto al inyectado con solucion
vehiculo. Esto indica que la anisomicina no induce un efecto permanente ya que en las
subsecuentes presentaciones hay un incremento en la ingesta de sacarina que alcanza el
valor de los animales control, observandose, en ambos grupos, una atenuacion de la neo-

fobia.
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Fig.4. Cada punto representa el volumen promedio de consumo diario de sacarina 0.3%. La anisomicina
(rosa) o solucién vehiculo (morado) se microinyecté en el hipocampo dorsal region CA1 inmediatamente

después de la primera presentacion de sacarina (mostrado con una flecha azul, dia 4). *** p < 0.0001 com-

paracion entre grupos.

El hipocampo no participa en la adquisicion del CAS mediante la sintesis de protei-
nas

Al igual que en el paradigma de la AN, los grupos mostraron una respuesta neofébica evi-
dente 121=8.94, p<0.0001, comparacioén entre el promedio LB y el dia 4. Se microinyecté a
las ratas con anisomicina o bien con solucion vehiculo, dependiendo el grupo al que per-
tenecian e inmediatamente después de la inyeccion, se les realizé la adquisicion del CAS.
Los grupos no muestran diferencias significativas t21=0.67; p=0.52 (Fig. 5, dia 5) por lo

que la anisomicina inyectada antes de la sacarina no tiene efecto sobre la adquisicién o

consolidacion del CAS.
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Fig. 5. Cada punto representa el volumen promedio de consumo de agua y sacarina de cada dia. La aniso-
micina (rosa) o solucién vehiculo (morado) se microinyectd en hipocampo dorsal region CA1, inmediatamen-
te después de la primera presentacién de sacarina (flecha azul, dia 4), 15 minutos después se inyecto intra-
peritonealmente el inductor de malestar gastrico (LiCl 0.2 M). No se encontraron diferencias significativas

entre los grupos ningun dia.

La sintesis de proteinas en el hipocampo no es necesaria para la consolidacién del
CAS

Los grupos mostraron una robusta respuesta neofdbica, medida como una reduccion en
el consumo de solucion de sacarina con respecto a la linea base (Fig. 6 t15=8.94,
p=<.0001).

Para el caso de la microinyeccion de anisomicina inmediatamente después de la presen-
tacion de sacarina, tampoco se encontraron diferencias significativas entre grupos
(t15=0.67, p=0.51, dia 5) (Fig. 6). Con estos datos podemos concluir que la anisomicina no

afecta la adquisicidn o la consolidacion del CAS bajo este protocolo. Es importante men-
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cionar que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos los

dias 7,8y 9.

ANI
VEH

Dia 4
Dia 5
Dia 6;
Dia 7
Dia 8
Dia 9

Promedio LB

Fig. 6. Cada punto representa el volumen promedio de consumo de agua y sacarina durante cada dia. La
anisomicina (rosa) o solucién vehiculo (morado) se microinyecté en hipocampo dorsal region CA1 inmedia-
tamente después del CAS (flecha azul, dia 4), 15 minutos después se inyecto intraperitonealmente el induc-

tor de malestar gastrico (LiCl 0.2 M). No se encontraron diferencias significativas entre los grupos los dias 7,

8y9.

La extincion del CAS depende de la sintesis de proteinas en el hipocampo.
Cuando se realizd la microinyeccion de anisomicina en el hipocampo en el dia 6 inmedia-

tamente después de la segunda adquisicion del CAS y se realizd la prueba de memoria
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para la extincion del CAS 24 horas después (dia 6), los resultados muestran diferencias
significativas entre grupos los dias 7, 8 y 9 (t12=2.6, p=0.02; t12=2.3, p=0.04 y t12=2.3,
p=0.03 respectivamente) (Fig. 7) lo que indica que hubo un efecto sobre la extincion del
CAS. Con estos datos podemos concluir que la anisomicina afecta la consolidacion de la

extincion del CAS, bajo nuestro protocolo.

veh
ani

Consumo en ml.

Dia 41
Dia
Dia 6
Dia 7
Dia 81
Dia 9

PROM LB;
Dia 101
Dia 11

Fig. 7. Cada punto representa el volumen promedio de consumo de agua y sacarina durante cada dia. La
anisomicina (rosa) o solucion vehiculo (morado) se microinyecté en el hipocampo dorsal region CA1 inme-
diatamente antes de la segunda adquisicion del CAS (flecha azul, dia 5) y la memoria se probd 24 horas

después (dia 7). ***p<0.0001 comparacién entre grupos.

Histologia
El andlisis histolégico de los cerebros mostré que el sitio de inyeccién en la region CA1

del hipocampo dorsal se realizé con éxito en un 90% de los implantes. Los animales a los
que no se les implantd la canula en el lugar correcto fueron eliminados de los analisis es-
tadisticos y gréaficas en este trabajo. La figura 8 muestra una foto representativa de la co-

rrecta canulacion de los animales.
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Fig.8. La canula guia se localizé en la region CA1 del hipocampo dorsal, microfotografia representativa de
un corte coronal del hipocampo dorsal (derecha). Esquema de la region CA1 del hipocampo dorsal (Tomado

de Paxinos & Watson, 1997) (izquierda).

DISCUSION

Nuestros resultados muestran que el hipocampo participa en la consolidacion de memo-
rias gustativas seguras, pero no en la de memorias gustativas aversivas, como lo es el
caso del CAS.

El hipocampo ha sido relacionado fuertemente con procesos mnemonicos espaciales.
Broadbent y colaboradores lesionaron por medio de inyecciones intra-cerebrales bilatera-
les de acido iboténico el hipocampo de ratas. Las lesiones iban de un 5 a 30%, de 30 a
50%, de 50 a 75% y de 75 a 100% (Fig. 9) del hipocampo y los animales fueron probados
en una tarea espacial (laberinto acuatico de Morris) en la cual el animal se coloca en una
tina llena de agua y debe aprender a llegar, por medio de pistas espaciales en el ambien-
te, a una plataforma que esta localizada por debajo del nivel de agua (Fig. 10). Ademas
fueron probadas en una tarea que no involucra reconocimiento o codificacién del contexto

(memoria de reconocimiento de objetos, ORM), en la que se aprovecha la tendencia natu-
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ral de los roedores para explorar mas los objetos novedosos que los familiares y consiste
en habituar al animal al cuarto, al experimentador y a la caja en la que se lleva a cabo el
experimento, después de esto, el animal se coloca en la caja con dos objetos idénticos y
se le permite su exploracion, la prueba consiste en colocar al animal en la misma caja,
pero ahora con una copia del objeto presentado previamente (objeto familiar) y un objeto
que nunca habia sido presentado (objeto nuevo) y se espera que la rata explore mas el
objeto nuevo. En sus experimentos se demuestra que las memorias espaciales son de-
pendientes de la integridad del hipocampo, porque lesiones de mas del 30% en esta es-
tructura impiden la formacién de la memoria del laberinto acuatico, mientras que las me-
morias independientes de hipocampo se pueden formar aun con un 50-75% de lesion.

(Broadbent et al. 2004)

30-50% 50-75% 75-100% Ventral ~50%

-2.80

-3.80

-4.80

-5.80

-6.80

Fig.9. Esquema representativo del tipo de lesiones realizadas en los trabajos de Broadbent et. al. 2003.

(Broadbent et al. 2003)

Los mismos resultados se obtuvieron con inyeccion de anisomicina en el hipocampo en
las mismas tareas (Balderas et. al, 2008).
Los trabajos anteriores indican que el hipocampo juega un papel importante, presumible-

mente por medio de la sintesis de proteinas, para la consolidacién de memorias espacia-
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les y es probable que sea esta estructura en la que se realiza la asociacién entre los es-
timulos y el contexto.

En particular, para las memorias gustativas se ha propuesto que el incremento en la in-
gesta de soluciones familiares que no son asociadas con consecuencias gastricas negati-
vas o malestar, constituye una forma de memoria asociativa (Kalat y Rozin, 1973). Pode-
mos decir que para la consolidaciéon de memorias seguras, dénde no interviene ningun
estimulo negativo, como sucede con la AN y la extincién del CAS, se realiza una asocia-
cion entre el estimulo gustativo y la ausencia de consecuencias negativas/malestar o bien
la presencia se sefales seguras (Kalat & Rozin, 1973), pero se ha propuesto que la aso-
ciacién que se realiza no es exclusivamente con una ausencia del estimulo incondiciona-
do, si no con otros elementos que estan presentes al momento de consumir el estimulo
gustativo, como por ejemplo, el contexto espacial y/o temporal.

Sutherland y Rudy propusieron la Teoria de la Asociacion Configurativa, que dice que se
requiere de la integridad del hipocampo para poder realizar correctamente una tarea en la
que se tiene que recordar la relacion entre dos 0 mas estimulos condicionados (Suther-
land y McDonald, 1990). “El hipocampo es esencial para la construccion y modificacién de
representaciones en las que se generan relaciones entre objetos. Este tipo de represen-
taciones se caracterizan como una organizacién sistematica de items en la memoria, en
los cuales, los hechos y los eventos estan atados entre si por un amplio espectro de rela-
ciones: causales, logicas, temporales, etc.” (Eichenbaum, 1999.)

En 1986, Hall y Chanell probaron que la inhibicidn latente se afecta si se cambia de am-
biente a los animales (Hall y Chanell, 1986). Posteriormente, el grupo de Gallo encontrd
que después de aprender una aversion a solucidn salina en un contexto particular o en un
momento del dia particular, la extincion de esta aversién dependia tanto del lugar como

del momento del dia en que se realizaba el aprendizaje (Moron et al, 2002). En otro estu-
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dio del mismo grupo en 2005 se encontré que el hipocampo participa seleccionando pis-
tas temporales durante la consolidacién de la memoria segura de sabores. Este grupo
reportd que lesiones excitotdxicas del hipocampo dorsal impedian el efecto de un cambio
contextual entre la pre-exposicién y el condicionamiento(Molero et al., 2005). Estos estu-
dios apoyan la idea de que el contexto, no solo espacial si no también temporal, esta inti-
mamente relacionado con la consolidacién de memorias gustativas, y sugiere la participa-
cion del hipocampo mediante el reconocimiento del contexto temporal en el que se lleva a
cabo el aprendizaje gustativo.

En este trabajo observamos que en el caso del CAS, la inhibicidon de la sintesis de protei-
nas en el hipocampo no tiene ningun efecto y de acuerdo a las evidencias arriba mencio-
nadas, parece razonable proponer que la diferente participacion del hipocampo en la con-
solidacién de una u otra memoria gustativa se debe a que las memorias aversivas son
evolutivamente mas importantes para un animal que las memorias seguras, debido a que
la integridad fisica, incluso la vida, dependen del recuerdo de qué consecuencias han te-
nido los alimentos en el organismo.

El condicionamiento clasico puede ser entendido como un aprendizaje sobre las relacio-
nes temporales o causales entre estimulos externos e internos, para permitir una respues-
ta apropiada antes de que un evento significativo ocurra. En este sentido, la capacidad
para asociar una respuesta inmune o algun estado fisiolégico con un estimulo externo
especifico, representa un alto valor adaptativo. Se ha especulado que esta capacidad se
adquirié durante el proceso de evolucion como una estrategia adaptativa para proteger al
organismo y/o prepararlo para el peligro. Ante la presencia de un estimulo gustativo aver-
sivo, se produce una respuesta adaptativa, consistiendo primero en modificaciones del
comportamiento, para evitar el lugar o la comida asociados con la aversion, si esto no es

posible, entonces el individuo tratara de reducir al maximo el contacto con el estimulo
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aversivo. Al mismo tiempo el sistema inmune estaria preparando al cuerpo para la inter-
accion con el antigeno resultante de este contacto. Es fundamental entonces, que se
pueda hacer una categorizacion de “seguro” o “peligroso” (Schedlowski, et al. 2010).

El CAS es una tarea que requiere del reconocimiento y evasion de comida potencialmente
letal. En esta tarea se realiza una asociacion entre el estimulo gustativo y una conse-
cuencia negativa del consumo de dicho estimulo. En este sentido, algunos trabajos han
probado que la amigdala participa en el proceso de adquisicidon y consolidacion de memo-
rias con componentes emocionales, como en este caso lo es la tarea del CAS, ademas de
que, para el reconocimiento del estimulo gustativo otra estructura esencial es la corteza
insular (Bermudez-Rattoni, 2004). En este sentido, nuestros resultados concuerdan, el
CAS no se ve afectado por el bloqueo de la sintesis de proteinas; sin embargo, nos queda
explicar el porqué si participa en memorias no aversivas, en nuestro caso, la AN y la ex-
tincion del CAS.

Tomando en cuenta lo anterior, seria posible hablar del hipocampo como un primer relevo
en el que se almacena inicialmente el estimulo gustativo, y posteriormente, si este no tie-
ne consecuencias negativas para el organismo, el trazo de memoria que se formara de-
pendera de la sintesis de nuevas proteinas en el hipocampo; en cambio, si se presentan
consecuencias negativas, el trazo se fortalece valiéndose de otras estructuras dada su
importancia biolégica (por ejemplo, de la amigdala o de la corteza insular) y el hipocampo
ya no juega un papel fundamental en la consolidacién del trazo de memoria, por lo cual,
su inactivacion no afecta, en este caso particular, al CAS.

En conclusion, nuestros resultados sugieren fuertemente la participacién del hipocampo
en la consolidacion de memorias gustativas seguras, posiblemente por que el hipocampo
ayuda a que se realicen asociaciones entre el estimulo gustativo y las pistas espaciales

y/o temporales. Esto podria ocurrir debido a que la asociacion se vuelve poco relevante
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cuando el estimulo gustativo resulta aversivo o daiino para el animal, por lo que el hipo-
campo deja de ser una estructura relevante para la consolidacién de esa memoria, y su
inactivacion o el bloqueo de la sintesis de proteinas no afecta la permanencia a largo pla-

zo de dicha memoria.
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