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Time present and time past
are both perhaps present in time future
and time future contained in time past.
If all time is eternally present
all time is unredeemable.
What might have been is an abstraction
remaining a perpetual possibility
only in a world of speculation.
What might have been and what has been
point to one end, which is always present.
Footfalls echo in the memory
down the passage which we did not take
towards the door we never opened
into the rose-garden. My words echo
thus, in your mind.

But to what purpose
disturbing the dust on a bowl of rose-leaves

I do not know.

T S Eliot, Burnt Norton (1935)
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Resumen

El hipocampo procesa diferentes tipos de informacion, entre ellas el componente contextual
de la memoria de reconocimiento. Se han realizado muchos avances relacionados a los
circuitos que rigen este procesamiento, a los tipos celulares y a la comunicacion
neuroquimica que ocurre durante la codificacion de la informacién. En este trabajo
estudiamos algunos de estos aspectos propios de la actualizacién de la memoria, usando
una tarea de reconocimiento contextual.

En este laboratorio observamos que, en ausencia de terminales catecolaminérgicas, el
hipocampo es incapaz de reconocer informacién contextual novedosa, la cual es clave para
dar inicio a la actualizacién de la memoria. M4s tarde, se comprobé la presencia de altas
concentraciones de dopamina y norepinefrina durante la actualizacién de la memoria
contextual. Por lo que nos llevé a pensar que estos dos neurotransmisores juegan un papel
importante en la actualizacién memoria.

Se inyectaron Propranolol (antagonista de receptores 31/ 32 noradrenérgicos) y SCH23390
(antagonista de receptores tipo D1 dopaminérgicos) en el drea CAl de hipocampo, en
sujetos de grupos separados durante un protocolo de memoria de reconocimiento para
evaluar la actualizacién. Como resultado se observa un efecto negativo en la evocacion y
actualizacién cuando se bloquean los receptores dopaminérgicos, mientras que al bloquear
los receptores noradrenérgicos sélo se ve afectada la etapa de evocacion.

Por otro lado, en un protocolo de laberinto acuatico de Morris, se quiso comprobar la
accion de estos neurotransmisores, ya que esta tarea supone diferencias en la motivacién de
la tarea. Se observé que ambos antagonistas tienen efectos negativos sobre la extincién de
la memoria.

En conclusion, estos resultados indican que los neurotransmisores tanto dopamina y como
norepinefrina estdn involucradas en mecanismos moleculares y de plasticidad neuronal que
son importantes durante el periodo de labializacién de la memoria.






1. Introduccion.

La memoria es el proceso mental requerido para aprender, almacenar o recordar
informacion de todo tipo. Los procesos de la memoria son actos del uso de la informacién
de forma especifica para mantenerla disponible o para traer de regreso informacién dentro
del procesamiento de los pensamientos. El aprendizaje es el proceso bioldgico de adquirir
nuevos conocimientos acerca del mundo, y la memoria es el proceso de retener y
reconstruir ese conocimiento con el paso del tiempo.

Definicion y estudio de la memoria

El estudio riguroso de la memoria no comenz6 sino hasta el siglo XIX, en esta breve
introduccion se hablard de algunas ideas que ayudaron a darle forma a lo que conocemos
como la neurociencia de la memoria de hoy en dia.

El psic6logo Théodule Ribot, quien aunque no era un experimentalista fue un pionero en el
estudio de la mentalidad humana, se bas6 en casos médicos y enfermedades que ayudarian
a formar teorias de la funcién psicoldgica. Afios después, Hermann Ebbinhaus, realizé los
primeros estudios experimentales sobre las etapas de la memoria, recordado por su
descubrimiento de la curva de olvido y la curva del aprendizaje. De principios a mediados
del siglo XX, emergi6 una corriente del pensamiento basada en dos formas de
condicionamiento, propuestas por los psicélogos Ivan Pavlov y Edward Thondike, hubo
gran interés por estudiar estas formas de aprendizaje y las implicaciones que tenian en la
memoria. Propusieron que aunque el funcionamiento de la mente no puede ser observado,
el comportamiento si.

La memoria se almacena en el cerebro, pero el cerebro es un lugar complejo, entonces,
(donde exactamente estd la memoria? ;Es posible ubicar memorias especificas en el
cerebro? Este fue el trabajo de Karl S. Lashley, quien buscaba entender la conexién entre
estructuras fisicas del cerebro y procesos psicoldgicos de la memoria y el aprendizaje,
realizé experimentos basados en ratas con lesiones inducidas quirdrgicamente, y propuso
que, distintas partes del cerebro son usadas durante el procesamiento de la memoria.

Ademads de entender como y para qué funcionan distintas partes del cerebro, es importante
como se crean las memorias. Es decir, ;como las interconexiones entre neuronas
influencian el procesamiento de informacién?. Donald Hebb, fundador de la neurociencia
computacional, y el modelamiento matematico de la actividad cerebral, pensaba que las
memorias eran codificadas en el sistema nervioso en dos etapas. La primera, donde la



excitacion neuronal provocada por un estimulo, reverbera alrededor de ensambles de
células. En la segunda etapa, las conexiones formadas por estas neuronas cambiardn
fisicamente bajo la regla “neurons that fire together, wire together” que significa que,
aquellas neuronas que emiten disparos de forma sincronizada sufrirdn cambios morfo
fisiologicos que les permitirdn facilitar su comunicacion en el futuro.

En la neurociencia actual se estudia la memoria por medio de procesos separados
comenzando por la entrada de informacion desde los inputs sensoriales, donde se almacena
el procesamiento de informacién de corto plazo, que es necesario para detectar secuencias
tales como el orden de los sonidos que forman una palabra. Este tipo de memoria dura
menos de 1 min, y se caracteriza por almacenar poca informacion. Después, con los
estimulos adecuados esta informacion pasa a formar parte de la memoria de largo plazo, la
cual comprende una amplia variedad de datos y asociaciones que se guarda por horas, dias,
meses o incluso afios. Mds tarde, la memoria es expresada en forma de conducta, al
evocarse. Asi como existe la clasificacion de la memoria por su temporalidad, también se le
clasifica por tipo (Fig. 1.1).

Memoria de
l largo plazo l
Memoria declarativa Memoria no-declarativa
s  E—
Memoria Memoria 1 ] . Condicionamiento t
[ episidica semdntica m’;" c?llffl:::ls Priming I cldsico I H‘}’t"“‘l‘"‘ ‘
Memoria de |
reconocimiento | l 1
. Vias de
reflcjos

Neocorteza

Ganglios
basales

L Amigdala, cerebelo J

Figura 1.1 La division de los sistemas de memoria de largo plazo. (Modificado de
Katharina Henke, Nature Neuroscience,2010).

A grandes rasgos los distintos tipos de informacién almacenados en la memoria se podrian
dividir en explicitos o implicitos. La memoria declarativa se refiere a recuerdos sobre
hechos y datos que pueden ser explicados en palabras, a su vez este tipo de memoria se
divide en memoria semantica y en memoria episédica. Depende del circuito del 16bulo



temporal, en el que esta incluido el hipocampo y la corteza insular. La memoria semdantica
se refiere a la generalizacion de conocimiento y no estd sujeto a un tiempo o lugar
especificos. La segunda se compone de informacidn sobre nuestras vidas que si dependen
del tiempo y espacio en los que fueron experimentados, como es el caso de la memoria de
reconocimiento. Por el contrario la memoria no declarativa se refiere a las memorias que no
pueden ser articuladas de la misma manera (Tulving, 1972). Estructuras como los ganglios
basales son los intermediarios de la memoria procedural, la adquisicion de habilidades
motoras y hédbitos (Knowlton et al. 1996). El sistema que incluye a la amigdala interviene
con la memoria emocional que modula la consolidacién de memorias en otros sistemas,
asi como el condicionamiento cldsico (Cahill etal. 1995). Las regiones corticales son
importantes para la memoria de corto plazo (Crowder et al. 1992) o memoria de trabajo, y
el priming de estimulos recientemente experimentados (Tulving & Schacter 1990) asi
como de la memoria de largo plazo.

Participacion del hipocampo

La informacién que entra en el cerebro a menudo es identificada con sentimientos de
familiaridad o de novedad. Estas experiencias se basan en la actividad concertada de un
conjunto de adreas cerebrales en el lobulo temporal (LT), (Squire 2004). La cual incluyen las
areas perirhinal, parahipocampal, entorhinal asi como la formacién hipocampal. El sistema
del LT, no es una via de paso de la informacién sino un sistema con componentes
distribuidos que interactiian entre si. Estudios recientes demuestran que la corteza insular
junto con la corteza cingulada forman una red de conexiones que responden a estimulos
sobresalientes. Esta red llamada “red de saliencia”, se encarga de segregar lo mds relevante
de los estimulos internos y externos con el fin de guiar el comportamiento. De acuerdo a
esta teoria el papel de la corteza insular es el de intervenir en otras redes involucradas en la
atencion y la cognicion relacionada al individuo (Menon & Uddin 2010).

Por otra parte el hipocampo no es requerido para adquirir habilidades que se pueden
expresar de manera inconsciente. Multiples fuentes de evidencia llevé a los investigadores
a deducir que el hipocampo esta asociado a la formacién de la memoria declarativa. Estas
conclusiones fueron reforzadas por estudios contempordneos de fMRI que demuestran que
existe activacion hipocampal dependiente de reconocimiento espacial y formacién de
memoria episddica (Clark & Squire 2013).

El hipocampo estd anatomicamente situado para recibir informacién altamente procesada
de regiones corticales, asi como de otras proyecciones directas fuera del 16bulo temporal
(Fig. 1.2). La via principal de transmision de informacién sensorial al hipocampo se hace a
través de la corteza entorhinal. La capa II entorhinal provee el mayor input al hipocampo,
por medio de la via perforante a las células granulares del Giro Dentado (Dentate Gyrus,
DG por sus siglas en inglés), el cual a su vez provee del mayor input a la regién del cuerno
de Amon 3 (CA3) a través de la proyeccion de fibras musgosas, constituida por células
musgosas y células piramidales. También existe una proyeccion desde la capa II entorhinal
hacia CA3, donde los axones de esta regién forman conexiones recurrentes extensas a
través de fibras que se inervan a si mismas, por lo que se encuentran asociaciones
recurrentes entre neuronas. Es CA3 quien provee de input al cuerno de Amon 1 (CAl), a
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través de la via colateral de Shaffer o via comisural. CA1 también recibe proyecciones
directas de la capa III entorhinal, asi como del subiculo (la via temporoamonica), por ello
se dice que recibe un input trisindptico. Finalmente CA1 proyecta hacia el subiculo, pero
también hacia la capa V entorhinal. A su vez, el subiculo manda proyecciones a la capa IV
y V entorhinales (Clark & Squire 2013)

Tal regién parece estar bien capacitada para formar asociaciones entre contextos y
estimulos en la memoria, lo que permite recordar un estimulo complejo cuando solo una
parte del estimulo estd presente (O’Reilly er al. 1994). Las neuronas hipocampales estan
mads involucradas en el re-establecimiento de representaciones corticales detalladas, que en
ordenar los detalles de estas representaciones. Ademds las iteraciones repetitivas entre la
corteza y el hipocampo (con el area parahipocampal como intermediario) sirven para co-
activar dreas corticales extensas para que mas tarde éstas desarrollen enlaces entre
memorias detalladas sin la intervencién del hipocampo. De esta manera las conexiones que
provee el hipocampo también pueden ser la base de su funcién temporal en la consolidacién
de memorias corticales (Eichenbaum 2000).

CA1

ol [av | v
Entorhinal
Cortex

Medial Lateral

A A

Parahippocampal /
Postrhinal -« Perirhinal
Cortex Cortex

¢ :

Unimodal and Polymodal Association Areas
(frontal, temporal, and parietal lobes)

Neocortex

Y

Figura 1.2. Esquema de conexiones en el sistema del 16bulo medial temporal.

El hipocampo definido como el DG, CA3, Cal, y subiculum (S), recibe informacién altamente
procesada de regiones neocorticales a través de tres dreas corticales temporales: entorhinal,
perirhinal, y parahipocampal. Asi como a través de otras proyecciones fuera el I6bulo temporal. La
figura muestra una forma simplificada de entender la forma en la que entra la informacién al
hipocampo, de las capas entorhinales Il y IIl y fluye de forma unidireccional hasta regresar hacia
las capas entorhinales IV y V. (Modificado de R. E. Clark and L. R. Squire, 2013 PNAS)
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Protocolos experimentales dependientes del hipocampo

En humanos la memoria declarativa es expresada a través del recuerdo consciente, esto
significa que se puede acceder y expresar memorias declarativas para resolver problemas
por medio de inferencias. Por ello una forma de estudiar la creacidn del espacio de una
memoria por sobre otras experiencias, y de hacer inferencias del conocimiento asociado, es
entrenar a sujetos en diferentes experiencias que comparten elementos comunes y después
comprobar si estas experiencias han sido asociadas a la memoria para resolver nuevos
problemas. Se puede aplicar este acercamiento a varios dominios relevantes en la vida de
los animales, como por ejemplo, las relaciones espaciales entre estimulos en un ambiente
especifico.

La memoria espacial es el proceso cognitivo de reconocer, codificar y evocar puntos de
referencia en el entorno, para permitir al organismo navegar y existir en el mundo. Es del
domino del hipocampo y del l6bulo medial temporal con conexiones a la corteza
retrosplenial y parietal. Estudios en humanos y animales han demostrado el papel
importante que juega el hipocampo en la navegacion del mundo alrededor de nosotros. En
humanos el dafio al l6bulo temporal causa perturbaciones en la navegacion espacial
(Burgess etal. 2002). En paralelo, a través de multiples manipulaciones tales como,
lesiones, estudios electrofisiolégicos y optogenéticos, el hipocampo ha demostrado ser
igual de importante para la memoria espacial animal. Perturbaciones en el tejido
hipocampal o silenciamiento de neuronas en el hipocampo lleva a déficits en la memoria
espacial (Yamamoto et al. 2014; Ferbinteanu et al. 2003) Este rol paralelo del hipocampo
tanto en humanos como en animales nos permite realizar experimentos en animales con el
propésito de extrapolar los descubrimientos en humanos.

En varios protocolos, la necesidad de sintetizar muchas experiencias sobrepuestas es
suficiente para requerir funcidon hipocampal. Un caso de aprendizaje espacial, es el del
Laberinto Acuatico de Morris (Fig. 1.3). En esta tarea, las ratas o ratones nadan en una
piscina de agua opaca, donde aprenden a llegar a una plataforma escondida, lo cual actia
como un reforzador positivo. Es importante subrayar que, el entrenamiento convencional de
la tarea involucra la variabilidad de cuatro sesiones que difieren en los puntos de salida. El
objeto es que el animal aprenda a orientarse basdndose en las claves contextuales intra- y
extra- laberinticas creando un mapa cognitivo, asi que, de manera independiente de los
puntos de salida siempre llega a su meta. Después de entrenar, la plataforma de escape es
removida y la memoria es evaluada. Se espera que los animales pasen un mayor porcentaje
de tiempo en el cuadrante donde se encontraba la meta. La localizacién de la plataforma
puede cambiar para investigar la flexibilidad cognitiva y la reversion del aprendizaje. Bajo
esta condicion los animales con dafio hipocampal tipicamente fallan en adquirir la tarea.
Pero si se le permite al animal empezar cada sesién desde un mismo punto, los animales
con dafio hipocampal adquieren la tarea casi tan eficientemente como los animales
normales, lo cual indica que la navegacién del mapa mental creado con base en claves
contextuales depende el hipocampo, y la memorizaciéon del camino para llegar hacia la
seflal donde esta la plataforma depende mas bien del estriado, importante durante la
memoria procedural (McDonald & White 1994; D’Hooge & De Deyn 2001).
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Figura 1.3. Ilustraciéon del laberinto acuatico de Morris, y claves ambientales tipicas. La
plataforma de escape, sumergida debajo del agua no puede ser vista por el ratén. El animal
empieza cada sesién en una de las cuatro posiciones, y se mide el tiempo que requirié para
encontrar la plataforma. En la versién convencional de la tarea los ratones mejoran sus tiempos de
latencia de llegada a la plataforma (linea azul), mientras que aquellos ratones con dafio
hipocampal no lo hacen (linea roja). Durante el test, s6lo los ratones normales (linea azul),
localizan la plataforma de escape rdpidamente. Ejemplos de trayectos de nado en nuevos ensayos
por ratones normales (azul) y ratones con dafio del hipocampo (rojo). Ratones normales nadan
hacia la plataforma, pero los ratones con dafio hipocampal estdn severamente dafiadas.
(Modificado de H. Eichenbaum, 2000, Nature Reviews).

Existe otra tarea dependiente del hipocampo llamada Memoria de Localizacion de Objeto,
donde se evaliia la memoria contextual y espacial formada. A diferencia del laberinto
acudtico esta tarea se basa en la creacién de sistemas tanto de codificacidon espacial
dependientes del punto de vista del sujeto (egocéntrica), como de punto invariable
(alocéntrica) (Fig. 1.4).
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(A) Memoria de Reconocimiento de Objeto (©) Memoria de Localizacion de Objeto
| \

(B) ORM

Figura 1.4. Componentes de la memoria de reconocimiento y su evaluacion en roedores. (A)
Representacion esquematica de memoria de reconocimiento de objetos novedosos en humanos; (B)
La habilidad de reconocer objetos novedosos puede ser evaluada en roedores con la introduccion
de un objeto novedoso en un ambiente al que ya han sido expuestos previamente (ORM, Object
recognition memory); (C) Representacion esquematica de memoria de localizacion de objeto
novedosa en humanos; (D) La habilidad de reconocer la localizacion novedosa del objeto puede ser
evaluada en roedores presentando un objeto familiar en una localizacion novedosa (OLM, Object
location memory). Modificado de Moreno-Castilla et al. 2018.

Este protocolo es derivado de otro llamado Memoria de Reconocimiento de Objeto (ORM
por sus siglas en inglés), que consiste en que, después de que el sujeto se habitia al entorno
en sesiones previas, aprende a identificar un par de objetos. El dia de la prueba, se evalia la
memoria al cambiar uno de los objetos por otro nuevo, y se observa si el sujeto nota este
cambio a través de la exploraciéon. En cambio, en la Memoria de Localizacion de Objeto
(OLM por sus siglas en inglés), se evalda si el sujeto es capaz de recordar el “donde”, en

lugar del “qué” de los objetos. Entonces, el dia de la prueba se cambia la localizacion de los
objetos mas no su identidad.

Bases neuronales, sindpticas y moleculares

Se propuso un modelo para los mapas espaciales construido por poblaciones de células
especializadas en la formacion hipocampal que disparan con relacion directa a los lugares
(células de lugar). El flujo de informacién espacial en este modelo empieza con estimulos
sensoriales y contextuales del neocortex moviéndose hacia la corteza entorhinal donde la
formacion egocéntrica es codificada. La sefial después se mueve hacia el DG, donde se cree
que esta mezcla de informacién es organizada y mandada a CA3 y CAl. Aqui es donde la
construccion del mapa espacial se piensa que es acomodado en trazos neuronales. Este
modelo le abrié las puertas a la investigacion de células especializadas tales como “células
de direccion” en la corteza entorhinal y CA1l en el post-subiculo (Taube et al. 1990),
“células frontera” en el subiculo (Hartley et al. 2000), “células cuadricula” en la corteza
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entorhinal (Hafting et al. 2005), “células de velocidad” en la corteza entorhinal medial
(Kropff et al. 2015). Las células de lugar se someten a un “rearreglo” y adoptan nuevas
representaciones cuando los animales son expuesto a ambientes novedosos. El mapa
alocéntrico resultante incluye localizaciones predominantemente independientes del camino
para llegar ahi (Buzsédki & Moser 2013).

A la par del descubrimiento de las células de lugar también se descubrié en el hipocampo
un mecanismo para explicar como es que se asocian diferentes poblaciones de neuronas
para representar la informacién, un fenémeno llamado long-term potentiation, (LTP), el
cual, se propuso como un mecanismo de plasticidad sindptica dependiente de la
experiencia (Lgmo 1966). Sélo las sinapsis que estdn activas cuando la célula post-
sindptica es despolarizada son potenciadas especificamente, y por el otro lado sinapsis
inactivas no son potenciadas. Por lo tanto, aquellas uniones entre grupos de sinapsis que
son activas de forma coordinada y contribuyen juntas a la activacién de la neurona blanco
post sindptica serdn reforzadas. Esto provee de un mecanismo por el cual ensambles de
neuronas codifican diferentes caracteristicas del ambiente que se presentan juntas formando
asociaciones en la memoria.

Los mecanismos de induccion inicial de LTP varian en diferentes regiones del hipocampo y
en la misma regiéon con diferentes patrones de estimulacién. En la region CAl, una
estimulacién de 100 Hz induce una forma de LTP que es dependiente de la activacién de
los receptores NMDA. Ademads las propiedades de este receptor podrian explicar las
cualidades asociativas y dependientes de actividad del LTP. Los receptores NMDA de
voltaje y de unién a ligando pueden volverse activos, requieren de la depolariacién de la
membrana post-sindptica, ademads de la liberacion de glutamato de la terminal pre-sindptica.
Por lo tanto los receptores NMDA son funcionales solo en sinapsis activas y cerca de la
liberacion de neurotransmisores. Los receptores NMDA activados producen un fuerte flujo
de Ca®™, que es requerido para inducir el LTP. Esta sefial de calcio puede activar un amplio
rango de vias de sefializacién incluyendo CAMKII, PKC, PKA, MAPK, cada una
implicadas en la induccién del LTP asi como su estabilizacion (Lisman et al. 2012; Kessels
& Malinow 2009; Kerchner & Nicoll 2008; Huang et al. 2013; Malenka & Bear 2004).
Estas vias moleculares de sefializacion también son alteradas por transmisores tales como la
dopamina, requerida para establecer el LTP de CA1 (Frey et al. 1991). Un estudio donde se
explora el papel de las células de lugar en la memoria espacial sugiere que el
almacenamiento y evocacion de las células es modulado por un proceso cognitivo que va de
lo general a lo especifico, y que estas células funcionan como correlatos neuronales de la
memoria espacial. Este input modulatorio heterosindptico requerido para su estabilidad es
dado por la dopamina a través de receptores tipo D1/D5.

La dopamina contribuye a la regulacion del procesamiento de informacién y control del
comportamiento. Es importante para procesos de consolidacién de la memoria, y para la
adaptacién de respuestas aprendidas con base en la experiencia.

Estos datos sugieren que la dopamina que actda sobre los receptores D1/D5 presentes en

hipocampo modula tanto la adquisicién como la consolidacion de la extincién dependiente
de contexto. En contraste el receptor D2, tal vez contribuye con aspectos independientes al

15



contexto en este tipo de aprendizaje (Agnes et al. 2016). Se sabe que la proporcién de
receptores dopaminérgicos en hipocampo es mds grande para los de tipo D1/D5, y mucho
mads pequeiia para los D3, D4, mientras que los D2 se encuentran de manera presindptica.

La infusién de dopamina dispara la sincronizacion entre neuronas principales y el
hipocampo en frecuencia theta, lo cual podria facilitar la formacién de ensambles de células
y el almacenaje a largo plazo de la informacién. Estos mecanismos podrian ser parte de
procesos que controlan cudl es la informacién que se almacena en la memoria. Una
posibilidad es que aquellas trayectorias de conexiones nerviosas menos visitadas podrian
provocar mads sefiales de novedad (comunicada por neuromoduladores) que podria dar lugar
a actividad sincronizada entre poblaciones neuronales, y por lo tanto, a la estabilizacion de
trazos de memoria (Cheng & Frank 2008).
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2. Antecedentes.

Actualizacion de la memoria

La visién tradicional del almacenamiento de la memoria establece que cada vez que
recordamos una experiencia pasada, la memoria original es evocada. Esta visién ha sido
retada por datos que demuestran que cuando las memorias son evocadas se hacen
susceptibles a cambios, tales que, en evocaciones futuras hacen uso de esta informacion
cambiada. A eso se le conoce como actualizacion. ;Qué es, como ocurre y que significa en
términos de la teoria de la memoria ya establecida?, son muchas de las preguntas que son
investigadas en este tema.

Desde hace casi 15 afios, una gran cantidad de estudios han demostrado que las memorias
consolidadas, que deberian ser insensibles a agentes amnésicos, se revierten a un estado
vulnerable si son evocadas (es decir, se reactiva el trazo de memoria). Estas memorias
activas (labiles), pueden entonces atravesar otro periodo de consolidacién, que en muchas
maneras es similar (mas no idéntico) a la formacién de una nueva memoria. A este proceso

se le ha denominado actualizacién (Fig. 2.1).
| ACTUALIZACION

Nueva
Informacion '

¥
APRENDIZAJE CONSOLIDACION EVOCACION Memoria Men'_ll_)ria
% STV e— LTV — inestable ——— restabilizada

Memoria
dafada/Extincion

Figura 2.1. Esquematizacion de las etapas de la memoria. STM (short term memory), LTM
(long-term memory). Imagen modificada a partir de Bermudez-Rattoni & McGaugh 2017.

La hipdtesis subyacente propone que las memorias pueden ser estabilizadas y des-
estabilizadas y re-estabilizadas. Por lo tanto el almacenamiento de la memoria es un
proceso dindmico. Pero un aspecto importante de esta modulacion, es que las memorias
pueden modificarse y modularse: pueden ser debilitadas, interrumpidas, o mejoradas, y ser
asociadas a trazos similares (Fig. 2.1).

La ventaja general de la actualizaciéon es que provee de la habilidad de responder en una
manera flexible y adaptativa a cambios ambientales. Pero con base en los descubrimientos
contradictorios que existen sobre la actualizacion, se ha propuesto una serie de factores
limitantes, llamadas condiciones limite. La cuales son la edad de la memoria (el tiempo que
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ha transcurrido desde que se entrend al animal), la fuerza del trazo de memoria (o cantidad
de entrenamiento), y la duracion del test de reactivacion, son factores determinantes para
que ocurran las modificaciones a la memoria ya antes mencionadas. Memorias nuevas y
fuertes son mds susceptibles a manipulaciones post-evocacion, y sesiones de reactivacion
cortas son mds propensas a la actualizacién. También, la cantidad de nueva informacién, es
decir el componente de “novedad” puede funcionar como condicién limite de la
actualizacion. La disponibilidad de nueva informacion puede ser necesaria para que ocurra
la actualizacion. Se han identificado los correlatos moleculares de algunas condiciones
limite, por ejemplo, en condicionamiento contextual asociado al miedo, las reactivaciones
cortas que inician la actualizacion resultan en un incremento en la especie fosforilada de
CREBP, a diferencia de lo observado durante sesiones de reactivacion largas.

Algunos autores discuten si la evocacion es mediadora de la actualizacion. Haciéndolo a
través de experiencias novedosas presentadas junto con memorias reactivadas, mientras que
otros proponen que, aunque la reactivacién del trazo de memoria es esencial y es mediador
de su actualizacidn, las experiencias novedosas que difieren de la original pero que ocurren
con la memoria reactivada puede en su lugar, desencadenar un nuevo proceso de
consolidacién. Por lo tanto la memoria actualizada constituye una nueva memoria que
coexiste en paralelo con la antigua. Dado que ambos procesos son susceptibles a los
mismos tratamientos amnésicos, usarlos no ayuda a distinguir si es un mismo trazo o son
trazos paralelos.

Un modelo que explica porqué la similitud entre eventos presentes en la evocacion de la
memoria y la experiencia previamente almacenada puede dar como resultado la
competencia entre el nuevo aprendizaje y actualizacion de la memoria (por medio de
actualizacién) ha sido propuesto para memorias dependientes de hipocampo. Sugiere que la
baja similitud entre la experiencia antigua y la nueva llevan a nuevo aprendizaje, pero que
la alta similitud podria llevar a la actualizacién de la memoria original.

Numerosos mecanismos se han implicado en la actualizacién que difieren dependiendo de
la estructura donde sean analizados pero, en general, la mayoria de los mecanismos criticos
en la actualizacion también estdn asociados a la consolidacion. Pocos procesos moleculares,
tales como aquellos que involucran a C/EBP y Zif268 y la cinasa ERK, se ha demostrado
que son reclutados diferencialmente durante la actualizacién, pero es probable que estas
diferencias estén dadas por las dreas cerebrales involucradas, ventanas de tiempo diferentes,
o dosis. Pero podria haber mecanismos selectivos para cada proceso: la maquinaria de
traduccién requerida para la sintesis de nuevas proteinas en la amigdala parece diferir
durante la consolidacion y actualizacion del condicionamiento asociado al miedo. Antes de
que ocurra la sintesis de proteinas puede haber un proceso de de-consolidacién, donde,
dependiendo del tipo de memoria y region cerebral, requiere de la degradacion de
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proteinas, receptores canabinoides, sefializacion histaminica, y receptores NMDA. Después
de la deconsolidacion, la actualizacién involucra canales de calcio tipo L regulados por
voltaje (L-VGCCs) para promover la plasticidad sindptica asi como muchos mecanismos de
plasticidad conocidos que llevan a la actualizacién de la memoria. Estos incluyen a la
activacién de vias de transduccidn de sefiales como las que estdn mediadas por ERK, PKA
y CamKII, que lleva a la regulacién de la traduccidn y transcripcion de proteinas. Patrones
de expresion genética en plasticidad sindptica de largo plazo y consolidacién de la memoria
como esas mediadas por factores de transcripcion como CREB, C/EBP y Zif268, son
requeridos para la actualizacion de la memoria, implicando que, asi como en la
consolidacién, durante la actualizacién ocurren cambios sindpticos morfoldgicos.
Mecanismos que son reguladores generales de expresion genética, como modificacion
epigenética, regulacion hormonal, controlan la actualizacién de la memoria. No es posible
proponer un modelo que explique todos los fendmenos que ocurren en las diferentes
estructuras neuronales durante la actualizacién. Sin embargo, se puede concluir que la
actualizacidn parece un proceso que vuelve a iniciar un proceso de consolidacion.

Existen dos hipdtesis que derivan del proceso de la consolidacién para explicar la
actualizacién. Se ha insinuado que este fendémeno sirve como un mecanismo de
almacenamiento, donde la evocacién de una memoria a largo plazo da como resultado un
periodo 14bil adicional que requiere actualizacién, un proceso similar pero diferente a la
consolidacién. Esta hipotesis propone que la actualizacién después de la evocacién actia
como una fase tardia de consolidacién, y que continda hasta que la memoria es totalmente
consolidada. Otra posibilidad es que la actualizacién involucra tanto el almacenamiento
como la formacién de “conexiones de evocacién” que permiten evocar la memoria. Estas
conexiones son lo que permiten mantener la capacidad de la memoria para ser evocada a
largo plazo. Este concepto supone que la “evocabilidad” y el “almacenamiento” son
componentes separados del proceso de actualizacion.

Debido a la evidencia creciente que sugiere que la actualizacion es un fenémeno separado
de la consolidacion se ha propuesto que la actualizaciéon se compone de dos procesos
independientes. Uno que es el responsable de la expresion de la memoria (la cual es
evaluada en los protocolos de memoria como evocacién), llamado ejecutor, y otro es el
encargado de incluir la nueva informacién en el sistema estabilizando el nuevo trazo de
memoria llamado, integrador (Rodriguez-ortiz & Bermudez-Rattoni 2016).
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Neurotransmision en la memoria contextual y espacial.

Se ha demostrado que la actualizacion ocurre en diferentes paradigmas de la memoria y
sistemas neuronales tales como: memoria aversiva (Debiec et al. 2002), apetitiva, memorias
neutrales, en tareas simples y complejas, en memorias emocionales, declarativas (Rossato
et al. 2007), incidentales, espaciales (Rossato et al. 2007; Balderas et al. 2013), memorias
asociadas a drogas (Milekic 2006), memorias motrices, y en hipocampo, amigdala y
memorias dependientes de la corteza (por ejemplo, corteza insular) en muchos organismos.

Para estudiar la actualizacion en la memoria declarativa, se usa un protocolo de Memoria
de Reconocimiento de Objetos. Esta tarea mantiene una analogia cercana a las tareas de
reconocimiento usadas en humanos para evaluar impedimentos en la memoria. En este
protocolo se puede incluir una fase de evocacion o reactivacion, y de actualizacion. De
hecho, un estudio realizado en nuestro grupo se enfoca en la evocacion y actualizacion de
los procesos que toman lugar en la corteza perirhinal durante la reactivacion de la memoria
de reconocimiento de objetos (Balderas et al. 2013) Fig. 2.2. Lo hacen por medio de la
infusion del agonista del receptor GABA, muscimol (musc), porque reportes previos han
demostrado que la inactivacion temporal de estructuras cerebrales, como el hipocampo y la
corteza prefrontal revela efectivamente si estas estructuras son esenciales para el proceso de
evocacion de diferentes tipos de memoria. Ademas ha sido demostrado que las infusiones
de muscimol en el hipocampo afectan la evocacion de memoria espacial sin afectar el
proceso de nuevo aprendizaje. Por lo tanto, para evaluar la evocacion se us6 el muscimol
para inactivar temporalmente la corteza perirhinal y por otro lado, también se usd
anisomicina (ani) que fue aplicada para explorar sus efectos sobre la actualizacion.

Este trabajo explora la dicotomia entre la evocacion y la actualizacidn, la primera podria no
ser necesaria para la segunda. Ademads, refuerza la teoria acerca de los procesos diferentes
que se llevan a cabo en la etapa de reactivacion.

En otro trabajo realizado por nuestro grupo de investigacion, (Santoyo-Zedillo et al. 2014)
también se propuso que la actualizaciéon de memoria de reconocimiento es independiente de
la evocacion en la corteza perirhinal (Fig. 2.3), y ademds demuestra que la participacion de
los receptores NMDA y AMPA en este estructura durante este fenémeno estd disociada.
Esto se demostr6 evaluando el efecto de la inhibicién farmacoldgica por CNQX,
inyectandolo antes de la reactivaciéon de la memoria (lo que también se le conoce como
evocacion), asi como el efecto de APS justo al finalizar la reactivaciéon. Al evaluar al dia
siguiente, cuando se inyecta AP5 la actualizacion se ve afectada con o sin evocacion.
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Figura 2.2. La inhibicién de sintesis de proteinas afecta la actualizacion de la memoria
de reconocimiento en la ausencia de evocacion. En contraste con los animales inyectados
con salina (B), aquellos inyectados con muscimol no presentaron preferencia por ningin
objeto en la fase de reactivacion (C). (E) El grupo musc/veh muestra preferencia por el objeto
novedoso, revelando que la actualizacion no se afect6 a pesar de la inhibicion de la evocacion.
(F, G) La anisomicina afect6 la actualizacion sin importar si se bloqueaba o no la evocacion.
P <0.01. Modificado de Balderas et al. 2013.
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Sample Reactivation Test
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Figura 2.3. El antagonista del receptor NMDA afect6 la actualizacion de la memoria
de reconocimiento en la ausencia de evocacién. A) Indice de reconocimiento en
adquisicién (sample phase) donde se presentan dos objetos idénticos a los sujetos. B) y C)
Animales inyectados con solucién salina (veh) (B) muestran preferencia por el objeto
novedoso o CNQX (C) que no muestran preferencia por ningiin objeto en la fase de
reactivacion. D) y E) Los grupos veh/veh y CNQX/veh muestran preferencia por el objeto
novedoso, revelando que la actualizaciéon no se ve afectada cuando se inyecta CNQX
durante la evocacion. F, G) APS5 afecta la actualizacion sin importar si se inhibié o no la
evocacion. **p<0.01. Modificado de Santoyo-zedillo et al. 2014

Por otra parte, el protocolo de ORM tiene un derivado llamado Memoria de reconocimiento
de contexto, (OLM, object-location memory). Este tipo de tareas se basan en la preferencia
de los roedores para explorar aquellos objetos con identidad o localizacién novedosa, la
cual es un componente clave para iniciar el proceso de actualizacion.

En otro trabajo de la misma autora, (Balderas et al. 2008), se disocia la participacién de
la cortezaa insular y el hipocampo en el reconocimiento de objetos y de contexto
respectivamente. Basindose en esta informacion se quiso explorar lo que estaba
sucediendo en la region extracelular del hipocampo durante una prueba de memoria que
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evalia solamente el componente contextual del reconocimiento de un objeto. Esta prueba,
diferente a la usada por Balderas, se le conoce como Memoria de Localizacién de Objeto
(OLM por sus siglas en inglés). Esta tarea se utiliza para evaluar el cambio de localizacion
de un objeto familiar respecto a una clave contextual (una tira de barras blancas y negras
posicionada a 5 cm del objeto).

Este protocolo fue usado en un estudio realizado por Moreno-Castilla et al. 2017, donde se
midio la concentracion de cuatro neurotransmisores mediante microdidlisis. Se recolectaron
muestras de la composicion extracelular en la region CA1 del HIP durante la etapa de la
prueba de memoria de largo plazo, en donde se presenta el cambio contextual (Fig. 1.4). Se
observa que existen diferencias respecto a la concentracion extracelular basal de dopamina
y norepinefrina en el hipocampo (HIP) en el momento justo donde ocurre el cambio
contextual (fraccién F4 de la medicion por microdidlisis).
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Figura 1.4. En el drea CA1 de hipocampo hay aumento en la concentracién de catecolaminas
durante la presentaciéon de novedad contextual. A) Esquema representativo de protocolo de
Memoria de Localizacién de Objeto. B) porcentaje respecto a la basal de concentracién de
dopamina y norepinefrina en el hipocampo asociada al reconocimiento de una configuracién
novedosa. Modificado de Moreno-Castilla et al. 2017

Después de confirmar la presencia de estos neurotransmisores en el HIP, usando este
mismo paradigma de memoria se procedid a realizar otro experimento, en donde se inyectd
6-hydroxy dopamina (6-OHDA), una neurotoxina que destruye fibras y neuronas
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catecolaminérgicas e impide tanto la liberaciéon de dopamina como de norepinefrina cuando
se administra localmente. Fue inyectada en el HIP, siete dias antes de la prueba de memoria
de largo plazo del protocolo OLM. Demostraron que aquellos animales lesionados con 6-
OHDA eran incapaces de reconocer la localizacion novedosa. Ademds en otro grupo
inyectado también con 6-OHDA en HIP, se realiz6 ORM, en donde la lesién no tuvo efecto
sobre la identificacién del objeto, apoyando lo observado por Balderas et al. 2008 (Fig.
1.5.).
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Figura 1.5. Administracién intrahipocampal de 6-hidroxy dopamina afecta la Memoria de
Localizacién de Objeto. A) Representacion esquemadtica de protocolo conductual en donde la
6-OHDA fue administrada intrahipocampalmente 7 dias antes de la presentaciéon de los
objetos. B) indice de reconocimiento para la localizacién familiar del objeto (FL), y
localizacién novedosa del objeto (NL). Modificado de Moreno-Castilla et al. 2017

Con base en este trabajo sugerimos que la actividad de los receptores de estos
neurotransmisores es esencial para la codificacion de estimulos novedosos contextuales.
Proponemos que estos receptores podrian estar relacionados a cambios en la plasticidad
sindptica, tales como la via de PKA/CREB, que modifica las interacciones sindpticas
reforzando la memoria de reconocimiento (Duzel 2010, Rangel-Gomez and Meeter 2016).
Se ha reportado que la dopamina mejora el aprendizaje, sin embargo estos estudios se han
realizado en paradigmas apetitivos o de recompensa, por lo que

24



Dopamina & Actualizacion

La novedad es un componente importante en los protocolos de actualizacién, sin
informacion nueva suficiente simplemente no se lleva a cabo este proceso. En el caso de los
protocolos de ORM y OLM, se requiere que los animales identifiquen y memoricen la
identidad o localizacion de objetos, lo cual, realizan de manera sencilla ya que prefieren la
novedad. Se ha demostrado que la exposicion a estimulos novedosos se relaciona a la
actividad catecolaminérgica en varias estructuras tales como el VTA (McNamara 2014) y
Locus Coeruleus (Aston-Jones and Cohen 2005). También se ha demostrado que un
estimulo novedoso provoca la liberacion de dopamina y noradrenalina en el hipocampo y la
corteza prefrontal (Ihalainen 1999). Cabe destacar que pocos estudios han mostrado los
efectos de la actividad dopaminérgica en memorias que son independientes de variables
motivacionales apetitivas o aversivas, tales como las tareas de ORM y OLM.

Se ha evaluado el efecto de la sefal dopaminérgica en la consolidacién del ORM con la
adminsitraciéon de agonistas y antagonistas de receptores dopaminérgicos tipo D1 y D2
justo después de la fase de adquisicion (de Lima 2011). Este estudio desmotré que los
agonistas selectivos del receptor D1, SKF38393, asi como el agonista no selectivo
apomorfina, mejoran la memoria de largo plazo. Sin embargo a dosis altas de SKF38393
afecta la consolidacion de ORM. Estos resultados sugieren que la modulacién del sistema
dopaminérgico es necesaria para que sucedan los mecanismos de consolidacién.

Noradrenalina & Actualizacion

La modulacién noradrenérgica de la tarea de reconocimiento ha sido explorada con la
adminitracién de epinefrina después de la sesion de adquiciéon de ORM, haciendo que los
animales retengan la memoria hasta 96 h después, en contraste con animales inyectados con
salina que no presentaron retencidon de la memoria en el mismo lapso de tiempo. En otro
trabajo la memoria fue alterada por el bloqueo de receptores 3 adenérgicos, lo cual sugiere
que estos receptores juegan un papel imporante en la estabilizacion a largo plazo de la
memoria de reconocimiento (Dornelles etal. 2007). En un trabajo realizado con
propranolol  (antagonista de receptores [ adenérgicos), es inyectado de forma
intraperitoneal antes de la evocacion, y se observa que, comparado con el control al que le
fue inyectado salina, afecta la evocacion de una tarea de reconocimiento espacial (Sun et al.
2011).

Se ha sugerido que la manera a través de la cual los receptores 3 adrenérgicos mejoran la
memoria, es porque modulan el componente emocional de esta a través de la amigdala
(Barsegyan et al. 2014; Roosendaal et al. 2008). En relacion a este tema se ha observado
que cuando se reduce el nivel de ansiedad en los sujetos por medio de la habituacién, se
reduce la actividad noradrenérgica durante la exploracion de los objetos y por lo tanto se
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mejora el trazo de memoria (Jurado-Berbel et al. 2010). La adminstracién intrahipocampal
de noradrenalina promueve la persistencia de este trazo, mientras que el bloqueo de
receptores [} adrenérgicos en el CA1 afecta la consolidacion (Mello-Carpes et al. 2016).

De manera similar al papel de la dopamina en el hipocampo, la actividad noradrenérgica ha
sido asociada a la codificacién de informacién novedosa durtante tareas de reconocimiento.
Por lo tanto ha sido propuesto que la liberacién de noradrenalina en el hipocampo debido a
la activacion del Locus Coeruleus (LC) estd modulada por el nicleo del tracto solitario
(NTS), que procesa estimulos de la periferia y a su vez promueve un estado de alerta
estimulando la excitacuén periférica (King and Williams 2009).

En un estudio realizado por Murchinson et al. 2004, se evalia el efecto de la inhibicion
farmacoldgica de receptores de norepinefrina durante la evocacidon en memoria espacial. En
este trabajo inhibieron los receptores 3 adrenérgicos con propranolol, en el drea CA1 del
HIP. Se inyect6 30 min antes de la prueba de memoria de largo plazo en un protocolo de
Laberinto acudtico de Morris. Los resultados que obtuvieron indican que la evocacién de la
memoria espacial depende de la sefializacion noradrenérgica (Fig. 1.6.)
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Figura 1.6. La administracién de (-)-Propranolol, en el drea CA1 de hipocampo afecta
evocacion de memoria espacial en laberinto acudtico de Morris. A) Esquema representativo
del Laberinto acudtico de Morris, donde se especifica el nombre de los cuadrantes, P
(plataforma); AL (adyacente izquierdo); AR (adyacente derecho); O (opuesto).

B) Porcentaje de tiempo en los cuadrantes P, AR, AL y O. Modificado de Murchison et al.
2004
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En conclusion, se sabe que el bloqueo de receptores [3 adrenérgicos afecta la evocacion de
memoria espacial. Esta region cerebral provee al sujeto de un mapa espacial de su
ambiente, almacena informaciéon espacial egocéntrica (donde la referencia espacial se
establece en relacion al propio sujeto). También es importante para la memoria espacial de
largo plazo alocéntrica (la referencia se establece en claves espaciales externas). Esto
significa que permite la manipulacién del punto de vista en la memoria. El mantenimiento y
evocacion de las memorias son por lo tanto dependientes del contexto, el hipocampo hace
uso de referencias y forma parte importante a la hora de procesar informacioén espacial. En
Rosenbaum et al. 2001, se propone que los animales poseen memorias dependientes e
independientes del contexto, que corresponden a la memoria episddica (experiencias y
eventos) y seméantica (hechos y conceptos) en humanos. Donde las memorias dependientes
del contexto (como la memoria de localizacion de objeto, y condicionamiento al miedo en
su version contextual) son aquellas en donde el complejo de claves que definen el evento
principal estdn relacionadas entre si de manera espacial (por ejemplo, claves espaciales
alocéntricas en OLM, el contexto asociado al objeto familiar).
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3. Planteamiento del problema

El estudio de la memoria de reconocimiento es importante debido a que es un tipo de
memoria que se ve afectada en casos de demencia o enfermedades como Alzheimer.
Debido a esto, es de suma importancia entender los procesos neuronales que ocurren
durante su codificacién. Se ha demostrado que el hipocampo trabaja en conjunto con la
corteza insular, la amigdala basolateral y corteza entorhinal para consolidar informacién de
este tipo. Sin embargo, existe vasta evidencia que confirma que la informacién contextual
del reconocimiento es procesada solamente por el hipocampo.

Con base en los resultados obtenidos en este laboratorio, donde se observé que habia un
aumento de concentracion de dopamina y norepinefrina durante novedad contextual. Y
ademds, la ablacién de terminales catecolaminérgicas con 60HDA demostré afectar la
identificacién de novedad contextual. Se propone que estos dos neurotransmisores forman
parte del proceso de codificacién de la novedad contextual.

El papel de los sistemas de neurotransmision dopaminérgico y noradrenérgico ya ha sido
explorado en la actualizacion de la memoria, mas no en paradigmas como memoria de
localizacion de objeto. Se ha demostrado que el SCH afecta la actualizacion de una tarea de
evitacion pasiva en pollos de 1 dia de edad (Sherry et al. 2005), y se ha demostrado que el
Propranolol afecta la actualizacion de tareas como condicionamiento auditorio aversivo,
evitacion pasiva, y en memoria espacial en ratas (Dgbiec & Ledoux 2004; Przybyslawski et
al. 1999)

Es por ello que se planea a evaluar la neurotransmision de estos receptores en paradigmas
de memoria espacial y contextual, con la ayuda de antagonistas como SCH y propranolol,
con la finalidad de conocer si este bloqueo en la sefializacion tiene repercusiones en el
proceso de actualizacién de la memoria.
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3.1. Hipétesis.

La modulacién dopaminérgica y la noradrenérgica ejercen efectos diferenciales en la
actividad neuronal durante la actualizacién de la memoria.

3.2. Objetivo general

Analizar los efectos de la ausencia de modulacién catecolaminérgica en tareas dependientes
de hipocampo durante la actualizacion de la memoria.

3.3. Objetivos particulares

1. Establecer precision de coordenadas cerebrales para la correcta infusién de
farmacos durante las tareas conductuales.

2. Investigar los efectos de la ausencia de sefializacion catecolaminérgica en la
actualizacién de la memoria contextual mediante el uso de farmacologia.

3. Investigar los efectos de la sefializacion catecolaminérgica en la actualizacién de la
memoria espacial mediante el uso de farmacologia.
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4. Métodos

4.1. Sujetos experimentales

Ratones macho, C57BL/6J, pesando 30-40g al tiempo de cirugia, fueron usados y
habituados de acuerdo a los lineamientos del Comité de uso y cuidado de animales del
Instituto de Fisiologia Celular en conformidad con la ley DEA 38-14 y LMT 101-14. Los
sujetos fueron alojados individualmente en cajas estdndar de acrilico con comida y agua ad
libitum, a temperatura ambiente (22°C), bajo el ciclo de luz/oscuridad (12h/12h).

4.2. Cirugia y farmacologia

Antes de la cirugia, los animales fueron anestesiados con (0.5-1.0%) isofluorano. Fueron
implantados con cdnulas bilaterales guia (23-ga de 7mm de largo, Small Parts, Longassport,
IN, USA) en la regiéon CA1 del Hipocampo, en las coordenadas antero posterior [AP] -2.1;
medial lateral [ML] %1.5; dorso ventral [DV] -0.25. de acuerdo al atlas de referencia Allen,
(Dong, 2008). Se les permitié6 a los animales descansar 10 dias antes de empezar los
procedimientos conductuales. Para realizar las microinfusiones, se introdujo un inyector
(8mm) y se administré de forma bilateral un volumen de 5ul. El antagonista R (+)-SCH-
23390 (Sigma, St. Louis, MO, USA) se inyecto intracranealmente 15 min antes de cada test
a una concentraciéon de 6.16 mM (3.3 ug/ul, de acuerdo a Wang et al. 2010). Se usé el
antagonista de receptores adrenérgicos P1/f2 (-)-Propranolol (Sigma, St. Louis, MO,
USA), se inyect6 intracranealmente 30 min antes de cada test a una concentracién de 338
mM (10 pg/ul, de acuerdo a Murchinson et al. 2004). Como control se inyectd solucién
salina (0.9 % de NaCl) y todos los experimentos fueron llevados a cabo en grupos
independientes.

4.3. Memoria de Localizacion de Objeto

Los procedimientos conductuales fueron realizados en una caja de madera (33 x 33 x 30
cm). Se colocd en una de sus paredes una tira rectangular de rayas blancas y negras como
clave contextual. Los objetos que fueron usados fueron dos figuras Lego™. Los objetos
fueron fijados al piso de la caja con velcro para prevenir que los animales los movieran.

La prueba duré en total 6 dias, los primeros dos dias, los animales fueron manipulados
durante 1 min e inmediatamente después, habituados en una caja sin ningtin objeto durante
5 min permitiendo que exploraran libremente. En el dia 1 de adquisicidn, los ratones fueron
colocados en la arena mirando hacia el lado opuesto al que estaban colocados los dos
objetos (A y B, mostrados en la fig. 4.1.) y se les permitié explorar libremente durante 10
min. El mismo procedimiento fue repetido 24 h después, sin cambiar la localizacién de los
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objetos. Se realizé la prueba de memoria de largo plazo 24 h después, en donde uno de los
objetos fue movido a una localizacién novedosa, y se les permitié explorar por 10 min.

Y +

Figura 4.1. Objetos usados en el protocolo de laberinto acudtico de Morris.

Fue considerado como comportamiento exploratorio el acercamiento de la nariz a 1 cm del
objeto o tocando el objeto. Las conductas de mordedura y movimiento de los objetos no fue
considerado como conducta exploratoria. En todos los experimentos se contrabalance6 la
ubicacién de los objetos. El indice de reconocimiento (IR) se expresa como :

(4)
(A+B)
En donde A representa el tiempo el tiempo de exploracion del objeto A, y B representa el
tiempo de exploracion del objeto B.

Indice de reconocimiento =

4.4. Laberinto Acuatico de Morris.

La tarea fue realizada en una piscina circular con un didmetro de 106 cm y una altura de
63.5 cm. Para el andlisis de la conducta fue dividido en cuatro cuadrantes como se muestra
en la figura 5.1. En el cuadrante P, se coloc6 una plataforma (12x12 c¢m) cuya superficie
quedo 1 cm por debajo del agua. Durante 5 dias se realizaron 4 ensayos de adquisicion. Los
animales fueron entrenados para llegar a la plataforma desde distintos puntos aleatorios en
el laberinto (norte, sur, este, oeste). En el 6to dia se realiz6 la prueba de memoria de largo
plazo, y se procedid a hacer una extincidn al dia siguiente.

Anlisis histologico e Inmunohistoquimica

Después de haber terminado las pruebas conductuales se sacrificé a los sujetos con una
sobredosis intraperitoneal de pentobarbital (75 mg/kg; PiSA agropecuaria). Se realizaron
perfusiones transcardiales con solucién salina (0.9%) seguida de una solucién de
paraformaldehido (4%), en donde también se almacenaron los cerebros después de ser
extraidos. Para proteger los cerebros de la congelacion se almacenaron en sacarosa (30%)
Se realizaron cortes coronales en direccién coronal de 40 ym y se realiz6 tincién de Nissl.
Las coordenadas del sitio de canulacion fueron AP : -2.1 ; ML : £1.5 ; DV : -1.25, con el
objetivo de realizar la inyeccion en el area CA1 en hipocampo (Fig. 4.2.).

31



‘ C-2

LR
Figura 4.2. Coordenadas del sitio de inyeccién. Muestra representativa de un corte con infusién
de tinta (izq) y tefiido con violeta de cresilo (der). Modificado de Atlas de Allen. (Atlas 2009)

4.5. Analisis estadistico.

Se realizé una prueba estadistica tipo ¢ de Student, pareada entre los indices de exploracion
de los objetos por grupo de cada fase. Se realiz6 ANOVA de medidas repetidas en la
prueba de laberinto acudtico de Morris, con un andlisis post hoc de Fisher para identificar
diferencias significativas entre grupos. En todas las pruebas estadisticas p < 0.05, los datos
se expresan como el promedio + el error estindar de la media y fueron analizados con el
programa de andlisis estadistico GraphPad Prism.
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5. Resultados.

5.1. Prueba contextual

Para evaluar el efecto de los antagonistas en el hipocampo se realiz6 la tarea de Memoria
de Localizacién de Objeto, en un protocolo como el que se muestra a continuacion.

Memoria de localizacion de objeto

b

24h .
\' =
' Fase de entrenamiento REACTIVACION TEST
. (2 dias, 1 sesién por dia) (DIA 3) (DIA 4)
HABITUACION SACRIFICIO
CIRUGIA Y Ll '¢
RECUPERACION ANALISIS
(10 dias) DE

DATOS

Figura 5.1. Representacién del protocolo de OLM. Las flechas indican los momentos
en los que fueron inyectados los antagonistas.

Como se puede observar ningin sujeto incluido en el protocolo demostré preferencia por
uno u otro objeto Fig. 5.2 A y B; Fig. 5.3 A y B. Después de esta verificacion se procedid
con el protocolo de acuerdo a lo siguiente. Se dividieron los sujetos en dos grupos, uno
donde se haria la manipulacién farmacolégica durante la evocacién (evaluada durante
OLM) Fig. 5.2, y otro donde se haria durante la actualizaciéon (evaluada durante post-test)
Fig.5.3.

En Fig. 5.2, C se muestra que el grupo control realiza la identificaciéon de la localizacion
novedosa (p = 0.0071). En contraste con los grupos SCH (P = 0.1286) y Propranolol (p =
0.5437). Lo cual indica que ambos farmacos afectan la capacidad de evocacién de los
sujetos. Al evaluar la actualizaciéon de la memoria, Fig. 5.4, D, se observa que, el grupo
control ha actualizado la memoria, al explorar de forma equilibrada ambos objetos (p =
0.4481). Pero, al analizar los grupos tratados, solo el grupo SCH no actualiza la memoria (p
= (0.0004), con contraste con el grupo Propranolol (p =0.1917).
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Figura 5.2. Indices de reconocimiento del protocolo OLM, para sujetos inyectados antes de la
evocacion. Graficas de la etapa de adquisicion A) y B) gréfica la reactivacion. C) y la
evaluacién posterior (post-test) D) (Los valores de cada prueba estadistica se muestran en el
anexo).



Adquisicion (dia 1) Adquisicion (dia 2)
0.8 0.8
[ Objeto A [ Objeto A

a Il Objeto B Il Objeto B
$ 0.6 £ 0.6
g 3]
| A e - - ez
& B
& 0.4 & 0.4
% U
= =1
& g
g g
£ 0.2 £ 0.2

0.0- 0.0

SSI (n=8) SCH (n=9) Prop (n=10) SSI (n=8) SCH (n=9) Prop (n=10)

OLM + POST-TEST

24h 24h

e

o o
n a
d
1

Indice de exploracién
IN
'S

Indice de exploracién

o
W

0.2
SSI (n=8) SCH (n=7) Prop (n=8) SSI (n=8) SCH (n=7) Prop (n=8)

[ L Familiar [l L Novedosa

Figura 5.3. Indices de reconocimiento del protocolo OLM, para sujetos inyectados antes de la
evocacion. Graficas de la etapa de adquisicion A) y B) gréfica la reactivaciéon. C) y la
evaluacién posterior (post-test) D) (Los valores de cada prueba estadistica se muestran en el
anexo).
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Para descartar posibles efectos sobre la adquisicion de la nueva ubicacién, se realizaron
inyecciones al término de la tarea. En la Fig. 5.3 C, se observa que todos los grupos
identifican exitosamente la localizacién novedosa. Esto es un resultado esperado, ya que la
finalidad de separarlos es s6lo para demostrar que al principio todos tienen la misma
capacidad de reconocer el cambio contextual. Por otra parte, en la evaluacién de la

actualizacién de la memoria (Fig. 5.4 D) se observa que de nuevo sélo la infusion de SCH
afecta la actualizacion de la memoria (p = 0.0035).

Para descartar que los resultados no sean producto de un defecto en la actividad motriz, se

cuantificé el tiempo total de exploraciéon por sesién en cada grupo, lo cual no arrojé
diferencias. (Fig.5.4).

10
= | = |
500- = | 24h * | 24n 24h
500+ ) ) o . |  \e»

4001

300+

2004

1004

Tiempo total de exploracién (s/100)
Tiempo total de exploracién (s/100)

(=1

Ml B B g e AL AL A

Figura 54. No hay diferencias en el tiempo total de exploracion entre grupos.
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5.2. Prueba espacial

Para evaluar los efectos de los antagonistas en la memoria espacial, se implementd un
protocolo de laberinto acudtico de Morris como se muestra a continuacion.

Laberinto acuatico de Morris

DAY 1 DAY 5 * 1 1
> I 241
]
maBITUACION _ fate 8 encenamion Ve PO sacurco
CIRUGIA Y J D > Y
RECUPERACION ANALISIS
(10 dias) DE
DATOS

Figura 5.5. Esquema del protocolo que se implementé para realizar la tarea del
laberinto acuatico de Morris.

En la siguiente figura se muestra una grafica del tiempo que tardan los sujetos en llegar a la
plataforma durante los 5 dias de entrenamiento. Lo que demuestra que al 5to dia, alcanzan
un tiempo 6ptimo de llegada que nos permite medir la memoria.

Latencia (seg)
(5}
=]

201

10

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Figura 5.6. Grifica del tiempo de latencia de llegada durante el entrenamiento. El tiempo
de llegada del dia 5 disminuy6 comparado con el dia 1.

Después de habernos asegurado de incluir sélo a aquellos los sujetos que aprendieron la
tarea, evaluamos la memoria en el 6to dia, en donde se inyectaron solucion salina isoténica
(0.9% SSI), SCH y Propranolol en dos grupos por separado, en el primero se inyectd 30
min antes de la LTM (long-term memory) para evaluar la evocacién de la localizacion de la
plataforma (este dia se remueve la plataforma del laberinto). El otro grupo fue inyectado 6
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inmediatamente después de la LTM, para poder evaluar los efectos de la manipulacién
farmacoldgica durante la extincién de la memoria (Fig. 5.7).

Se cuantificé la latencia (el tiempo de llegada a la plataforma), el nimero de cruces hechos
a la zona blanco, y el tiempo de permanencia en el cuadrante donde se encontraba la
plataforma para ambos grupos.

En los grupos donde se realiz6 la infusién antes de la evocacion, evaluamos el efecto del
farmaco en los pardmetros antes mencionados. Se observaron diferencias tanto para SCH
como propranolol sélo en dos pardmetros: nimero de cruces y tiempo en el cuadrante
blanco. Sin embargo, aunque se observa una tendencia evidente, los datos no son diferentes
entre si desde el punto de vista estadistico. Este andlisis indica que la manipulacién
farmacoldgica afectd la evocacion de la memoria espacial (Fig. 5.7 Ay B).
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Figura 5.7. Pardmetros de evaluacién del laberinto acudtico de Morris, donde se
observan efectos de la infusién de SCH y propranolol durante la evocacién. A) grupo
control (salina 0.09%). B) grupo inyectado con SCH. C) grupo inyectado con
propranolol.

Ademas de evaluar el efecto de cada tratamiento, también se calculo la diferencia de
medias entre los valores observados durante la LTM y la primera extincion con el objetivo
de saber si cada grupo extinguia de forma similar al control. En los tres pardmetros se
comparé cada grupo durante la extincién contra su mismo grupo durante la memoria de
largo plazo (LTM), en donde el grupo control presenta diferencias significativas, lo cual
indica que en nuestro protocolo, 24h ya son suficientes para observar la extincion de la
memoria, (latencia p = 0.048, cruces p = 0.0001, cuadrante blanco p = 0.0009). Al evaluar
los grupos SCH y Propranolol observamos que no hay diferencias entre los dias de
evaluacion, lo cual indica que la infusion de los antagonistas podria estar afectando la
extincién de la memoria.
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Finalmente, se evalu6 el efecto de la infusién de los antagonistas cuando es inyectado
inmediatamente al finalizar la LTM. Como es esperado, no hay diferencias entre grupos en
el dia de la LTM para cualquier pardmetro, ya que no se ha hecho ninguna modificacién en
el cerebro todavia. Al evaluar en el dia de la extincion, solamente se observan diferencias
en la latencia para ambos grupos (SCH p = 0.0433, propranolol p = 0.0409). Asi mismo,
fue evaluado el efecto de los farmacos en el tiempo. Para el grupo control se observan
diferencias entre LTM y extincién solamente en la latencia (p = 0.0132) y ndmero de
cruces (p = 0.0075). Mientras que para los grupos tratamiento no se observan diferencias,
por lo que se concluye que la infusiéon de los fairmacos afecté la extincion de la memoria
(Fig.5.8).
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Figura 5.8. Pardmetros de evaluacién del laberinto acudtico de Morris, donde se
observan efectos de la infusién de SCH y propranolol sobre la extincién. A) grupo control
(salina 0.09%). B) grupo inyectado con SCH. C) grupo inyectado con propranolol.
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6. Discusion.

En este trabajo se describe por medio de farmacologia el efecto de la ausencia de
modulacién dopaminérgica y noradrenérgica en el hipocampo, durante la actualizacién de
la memoria.

Se realiz6 el bloqueo selectivo de los receptores tipo D1/D5 dopaminérgicos, donde se
observa que la ausencia de esta sefializacion afecta tanto la evocacién y actualizacion.
Algunos datos concuerdan con lo observado en un estudio donde se inyecté anfetamina
antes de la reactivacion de la memoria en un protocolo de CPP donde se usa morfina para
condicionar a los sujetos (Blaiss & Janak 2006). Se observa que esta manipulacién mejora
la memoria cuando es evaluada un dia después, sélo si la inyeccion de anfetamina se hizo
durante la reactivacion de la memoria. Esto sugiere que el incremento en la liberacion de
dopamina durante la reactivacion del trazo de memoria podria jugar un papel importante en
los fendmenos que se llevan a cabo para que la informacién sea actualizada. El rol de estos
sistemas de neurotransmision no ha sido extensamente caracterizado en el tareas como
memoria de localizacién de objetos, pero se ha demostrado que el SCH afecta la
actualizaciéon de una tarea de evitacion pasiva en pollos de 1 dia de edad (Sherry et al.
2005).

Por otra parte, al bloquearse los receptores p1/B2 adrenérgicos, se afecta la evocacion, pero
no asi la actualizacién. Se ha demostrado que el propranolol afecta la actualizacién de
tareas como condicionamiento auditorio aversivo, evitacién pasiva, y en memoria espacial
en ratas (Debiec & Ledoux 2004; Przybyslawski et al. 1999).

Los resultados observados en el laberinto acudtico sugieren que la falta de modulacién en
ambos receptores afecta la evocacién y extincion de la memoria. Estos resultados
concuerdan con lo observado por Murchison et al. 2004a, donde postula que la inyeccién
intracraneal de (-)-Propranolol, afecta la evocacién de memoria espacial evaluada en el
laberinto acudtico. Lo cual también se observa en nuestros resultados. Cabe resaltar que las
diferencias metodoldgicas pudieron haber influido en la diferencia de resultados. La
explicacion que ellos proponen es que la NE promueve la evocaciéon de la memoria
contextual y espacial durante una etapa especifica de la consolidacién. Una vez que estas
memorias se han consolidado por 4 dias, la evocacidon se vuelve independiente de la
norepinefrina.

Por otra parte en otro trabajo se evalud una tarea de memoria apetitiva espacial, se observa
que la administracién de propanolol mejora la memoria a través de la actualizacién (Wang
2018). En este estudio como en otros, la administracion del Propranolol se hace de manera
intraperitoneal, lo cual impide evaluar los efectos de este antagonista de manera especifica

40



para una region cerebral. Debido a esto, este tipo de estudios no pueden compararse con
nuestros resultados. Por otra parte, se sabe que el sistema noradrenérgico fortalece el trazo
de memoria de experiencias emocionalmente estimulantes, y tal vez la valencia de la
respuesta noradrenérgica es diferente entre una tarea y otra. En el OLM la actividad
noradrenérgica esta inducida por el componente de la novedad contextual, mientras que en
el MWM se induce una respuesta asociada al estrés (Beerling et al, 2011).

La diferencia entre ambos paradigmas es que el laberinto acudtico de Morris, tal y como se
implementé en este proyecto, se considera una memoria fuerte. Por lo que actia como una
condicién limite en la actualizacion. Es por ello que tal vez no se observan los mismos
efectos en el MWM que en el OLM. Asi mismo este estudio propone al OLM como un
protocolo mds adecuado para estudiar el efecto de la manipulacién farmacolégica sobre la
memoria espacial (Gerstein et al. 2013).

Numerosos estudios han tratado de dilucidar los mecanismos que subyacen a la
actualizacién de la memoria. Dado que es un campo relativamente nuevo, poco se sabe de
la neuromodulacién que ocurre en distintas regiones cerebrales durante este proceso.

Al inicio de este trabajo se propuso la posible diferencia en funciones de la dopamina en
comparacién con la norepinefrina, en especifico, en el hipocampo. Ya que numerosos
trabajos indican que neuronas tanto DA como NE son heterogéneas con alto grado de
diversidad, incluyendo sus linajes en el desarrollo, fenotipos moleculares, blancos de
proyecciones, inputs aferentes, conectividad sindptica, propiedades fisiolégicas asi como
funciones en el comportamiento. Tales como en el LTP (Swanson-Park et al. 1999;
Kelleher et al. 2004), adquisiciéon de memorias aversivas (Broussard et al. 2016), y se ha
demostrado que cada neurotransmisor estd asociado a diferentes vias de sefializacion
(Beaulieu & Gainetdinov 2011). Bajo esta evidencia, aqui demostramos que es posible que
exista una separacion entre las funciones que realiza cada neurotransmisor.

Existe evidencia que indica que los receptores D1/D2 dopaminérgicos en estas dreas
hipocampales modulan la excitabilidad y funcidén sindptica neuronal a través de la
liberacion de calcio y sefalizacion dependiente de cAMP (Lezcano & Bergson 2002). La
via de sefializacion que se activa gracias a cAMP provoca la activacion de la transcripcion
de genes de expresion temprana como c-fos, Arc, y BNDF, que han sido asociados a
fenémenos como plasticidad sindptica y durabilidad de trazos de memoria (Katche &
Medina 2017). Por otra parte, se sabe que los receptores [31/B2 adrenérgicos inducen
formas de potenciacion sindptica de larga duracion, lo cual se cree que contribuye a jugar
un papel importante en el almacenamiento a largo plazo de memoria espacial y contextual
en el cerebro, ya que estos receptores alteran la actividad de receptores como NMDA, y
AMPA, fosfatasas, y factores de transcripcion (O’Dell et al. 2015).
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La actividad de estos receptores en el drea CAl de hipocampo probablemente esta
modulando una serie de eventos que se asocian con la actualizacién de la memoria y con la
evocacion de la misma, a través de la modulacién de los fendmenos similares a los
producidos en la potenciacién a largo plazo (LTP), el cual se cree que es un mecanismo que
contribuye a modificar la funcién cerebral con base en la experiencia (Malenka & Bear
2004). Ya se ha reportado que el darea CAl y CA3 juegan un papel importante en la
adquisicion y consolidacion de memoria contextual (Daumas 2005). Mientras que la region
CA3, debido a sus extensas conexiones recurrentes, actia como una red de memoria
autoasociativa (Bernard & Wheal 1994; Dillon et al. 2008). Se ha demostrado que ambas
estructuras participan en la consolidaciéon de la informacién, una etapa de la memoria no
tan distinta de la actualizacion (Daumas et al. 2005; Florian & Roullet 2004).

Conclusion

Durante la ventana de actualizacién post-evocacion, las memorias pueden ser reforzadas,
afectadas (en forma de extincién) o actualizadas usando manipulaciéon conductual o
farmacoldgica. En este trabajo se intentd definir el papel de los receptores dopaminérgicos
y noradrenérgicos en esta etapa de la memoria. Se comprobd que tanto los receptores
dopaminérgicos como noradrenérgicos son indispensables a la hora de evocar la memoria,
sin embargo, s6lo la ausencia de sefializacién dopaminérgica parece afectar la actualizacion
de la memoria contextual. Por otra parte el bloqueo de ambos receptores también afectd la
evocacion y extincién en una tarea espacial, y no se observaron diferencias entre cada
antagonista.

La actualizacién la memoria contextual y espacial es un proceso clave en el tratamiento de
estrés postraumatico. Ya que los componentes asociados a la memoria aversiva como el
contexto donde ocurrid, es un elemento importante en la memoria y que puede ser
manipulado con la finalidad de modificar el su trazo.

Es necesario extender la investigacion sobre la actualizacion para establecer el potencial

terapéutico de tratamientos basados en este fendmeno de la memoria. Muchos
descubrimientos ofrecen pistas prometedoras para futura investigacion.
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