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RESUMEN

La administracion de fArmacos amnésicos ha derivado en la postulacion de la hipdtesis de
consolidacion de la memoria, que propone que las memorias recién formadas son susceptibles y
labiles a tratamientos que impiden los procesos plasticos. Sin embargo, recientemente se ha
propuesto una hipdtesis alternativa, la cual sugiere que los efectos amnésicos provocados se
integran al trazo de memoria recién formado, generando asi un fendémeno de memoria
dependiente de estado; la cual requiere del mismo estado fisioldgico durante su establecimiento y

su evocacion para que sea recordada eficientemente.

En el presente trabajo, se evalud la hipotesis de integracion de memoria; donde se probo si
dos agentes amnésicos, un antagonista de los receptores NMDA o un antagonista de los
receptores AMPA, administrados en la corteza insular de ratas macho Wistar, pueden generar una
memoria dependiente de estado en la tarea de reconocimiento de objetos. Ademas, se indagd si el
tiempo de accion de los farmacos es un factor que puede contribuir a generar una memoria de
este tipo. Los resultados muestran que la administracion de un antagonista de los receptores
NMDA y AMPA bloquea la consolidacién y la evocacion de la tarea, respectivamente. No
obstante, ambos farmacos pueden generan una memoria dependiente de estado siempre y cuando
se prolongue su tiempo de accion y la administracion ocurra unicamente dentro de una ventana

menor a los 120 minutos luego de la adquisicion de la tarea.

Este trabajo resalta la importancia de considerar la dependencia de estado en procesos de
la memoria como la consolidacion y a replantear el papel de los agentes amnésicos en el

entendimiento de la formacion de la memoria.



Abreviaturas

AMPA: a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropidnico.
AP5: Acido 2-Amino-5-fosfonovalerianico.

CaMKII: Cinasa dependiente de Ca®"/calmodulina II.

CI: Corteza insular.

CNQX: 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona.

CREB: Factor de transcripcion de respuesta a adenosin monofosfato ciclico (CREB, cAMP

response element binding protein).

ISP: Inhibidores de sintesis de proteinas.

NMDA: N-metil-D-aspartato.

ORM: Tarea de memoria de reconocimiento de objetos (Object recognition memory task).
OF: Objeto familiar.

ON: Objeto novedoso.

PKC: Proteina cinasa C.

SS: Solucion salina.



ANTECEDENTES

APRENDIZAJE Y MEMORIA

Los organismos, incluidos los seres humanos, requieren adaptarse a un medio ambiente
cambiante para sobrevivir. Un mecanismo esencial que permite la adaptacion de los organismos
es el aprendizaje, el cual es definido como el proceso por el cual la conducta sufre cambios
duraderos por medio de la experiencia (Domjan, 2010). Por su parte, la conducta se define como
el conjunto de respuestas o reacciones a estimulos del medio ambiente de un organismo que son
susceptibles de ser cuantificadas (Galimberti, 2002). Esta cuantificacion es, por ejemplo, a través
del nimero de veces que un animal acciona una palanca o la cantidad de palabras que una
persona es capaz de recordar en un lapso de quince minutos, etc.

Dentro de las ciencias de la conducta, el aprendizaje representa uno de los campos mas
importantes, pues a pesar de que muchas de las conductas necesarias para sobrevivir no requieren
experiencia, tales como las funciones fisiologicas basicas como la respiracion, digestion e incluso
los reflejos; se considera que es por medio del estudio del aprendizaje que se puede comprender
los procesos que si requieren de cambios conductuales debidos a la experiencia, que van desde
procesos tan sencillos como el retroceder ante una amenaza o tan complejos como manejar un

automovil (Domjan, 2010).

La conducta es moldeable por la experiencia gracias a otro mecanismo basico llamado
memoria. Esta es definida como el proceso por medio del cual la informacion se obtiene,
almacena y recupera (Kandel, Schwartz y Jessell, 2001). Asi, se puede decir que la memoria es
indispensable para que la informacion que se obtiene durante el aprendizaje se mantenga a lo

largo del tiempo.



CLASIFICACION DE LA MEMORIA

La memoria es un proceso que sustenta la informacion que conlleva a cambios conductuales.
En este sentido, la informacion almacenada en la memoria puede variar dependiendo del tipo de
conocimiento adquirido. A través de experimentacion, principalmente con humanos, se han
hecho hallazgos que han dado lugar a la clasificacion del tipo de informacién almacenada en la
memoria (Figura 1). La mayor de estas clasificaciones distingue entre memoria declarativa o

explicita y no declarativa o implicita.

La memoria declarativa a su vez se subdivide en dos categorias; la primera es llamada
memoria semantica, y se relaciona con hechos y conocimiento conceptual, mientras la segunda
categoria, llamada memoria episodica, se refiere a eventos autobiograficos experimentados por el
sujeto en cuestion y que tienen que ver con el qué, donde y cuando sucedié (Bear, Connors y

Paradiso, 2016).

La memoria no declarativa se puede dividir en varias categorias. La primera categoria es el
aprendizaje motor, definido como patrones de movimiento adquiridos por medio de la repeticion
(Gluck, Mercado y Myers, 2009). La segunda categoria es el aprendizaje perceptual, tal como el
priming, que es la facilitacion del aprendizaje dada la presentacion previa de ciertos estimulos.
Un ejemplo de priming es identificar una palabra completa a partir de informacion incompleta
previamente presentada (Sternberg y Sternberg, 2015). Una tercera categoria es el
condicionamiento o aprendizaje asociativo, en el cual se aprende mediante la asociacion, ya sea
espacial o temporal, de dos o més estimulos. Tal es el caso de condicionamiento clasico, donde
un estimulo que genera una respuesta no voluntaria es asociado con un estimulo neutro, lo que
lleva a que el estimulo neutro genere la respuesta no voluntaria inicial. Por 0ltimo, se encuentra el

aprendizaje no asociativo, que incluye a la habituacion y a la sensibilizacion. En la habituacion



hay una respuesta disminuida tras la presentacion repetida de un mismo estimulo, mientras en la

sensibilizacion hay una respuesta aumentada tras la presentacion de un estimulo saliente (Bear et

al., 2016).
Memoria
Declarativa No declarativa
Semantica Episodica Habilidades Priming Condicionamiento  No asociativo
(Hechos) (Eventos)  procedimentales (Perceptual) (Habituacion,
(Motoras) sensibilizacion)

Figura 1. Clasificacion de la memoria (Sterngberg y Sternberg, 2012).

Existe otra clasificacion de la memoria de acuerdo al tiempo durante el cual es mantenida la
informacion. Segun este modelo, la memoria se puede dividir en tres almacenes: el primer
almacén es el sensorial, el cual mantiene poca cantidad de informacion proveniente del medio
ambiente por periodos muy cortos de tiempo, el segundo almacén es llamado memoria a corto
plazo y mantiene la informacion por periodos mas largos que el almacén sensorial, sin embargo,
tiene una capacidad limitada en cuanto a cantidad. Por ultimo, esta el almacén a largo plazo que
contiene la informacion por muy largos periodos de tiempo, incluso indefinidamente, y tiene una

capacidad mucho mayor que los dos almacenes anteriores (Sternberg y Sternberg, 2012).

Por otro lado, se han propuesto tres etapas o fases de la memoria durante las cuales la
informacion puede ingresar a uno de los tres almacenes, o bien, recuperarse luego de haber sido
almacenada. Estas fases son: la adquisicion, la consolidacion y la evocacion (Abel y Lattal,
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2001). La adquisicion se refiere a la retencion de la informacion sensorial en la memoria de corto
plazo. Durante la consolidacion, la informacion recién adquirida se hace estable y se mantiene
por un largo plazo, en un proceso que no requiere necesariamente de la retencion a corto plazo
(McGaugh, 2000). Por ultimo, la evocacion se refiere a la recuperacion de la informacion

previamente almacenada.

LA MEMORIA Y EL SISTEMA NERVIOSO

Para comprender como se forma y se mantiene la memoria, diversos pensadores e
investigadores cientificos han recurrido a buscar las bases fisioldgicas de la misma. Hoy en dia se

sabe que el sistema nervioso es el responsable de que la memoria sea posible.

En el sistema nervioso, las neuronas reciben y procesan la informacion del organismo. Estas se
comunican por medio de las sinapsis, donde las neuronas transmiten la informacion a través de
mensajeros quimicos, llamados neurotransmisores. En la estructura de la sinapsis, se llama
neurona presinaptica a aquella que "manda" el mensaje quimico, mientras que la neurona
postsinaptica es aquella que "recibe" el mensaje. La neurona postsindptica contiene receptores
especificos para el neurotransmisor enviado desde la neurona presindptica (Gluck et al., 2009). A
pesar de esta descripcion clasica, existe comunicacion bidireccional entre las neuronas pre y

postsinaptica, e incluso retroalimentacion hacia la misma célula presinaptica (Carlson, 2014).

Donald O. Hebb en 1949, establecié que los conjuntos de neuronas que se encuentran activos
de manera continua y simultdnea tienden a establecer conexiones fuertes entre ellas (Kandel et
al., 2001). Este postulado, llamado teoria de ensamble neuronal, derivé en la teoria mas aceptada
sobre como el sistema nervioso almacena la informacion obtenida por la experiencia: la teoria de

plasticidad sinaptica. Esta teoria establece que las sinapsis sufren modificaciones debido a su



actividad. Dichas modificaciones llevan a cambios en la efectividad de la comunicacion sinaptica
que son necesarios y suficientes para el almacenamiento de la memoria (Martin, Grimwood y

Morris, 2000).

La teoria de plasticidad sinaptica y los avances en biologia celular y molecular han permitido
comprender como se almacena la informacion en términos de la fisiologia neuronal. De manera
general, la retencion a corto plazo se ha vinculado a cambios fisiologicos transitorios en las
neuronas, como la modulacion a la alta o a la baja de la liberacion de neurotransmisores; mientras
que el establecimiento a largo plazo parece requerir de cambios relativamente permanentes, que
pueden modificar a las neuronas estructuralmente y funcionalmente (Bear et al., 2016; Kandel,
Dudai y Mayford, 2014); finalmente, la evocacion necesita de la reactivacion del trazo de

memoria como resultado de informacion ambiental entrante (Sara, 2000).
NEUROTRANSMISION GLUTAMATERGICA

El glutamato es un aminoacido que se encuentra ampliamente distribuido por el cerebro y la
médula espinal; y es el principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso. Se han
identificado receptores glutamatérgicos ionotropicos y metabotropicos; los primeros permiten el
paso de iones, atomos cargados eléctricamente que alteran directamente la actividad eléctrica de
las neuronas; mientras que los segundos estan asociados a proteinas G. En resumen, existen tres
principales receptores ionotropicos de glutamato: el receptor AMPA (&cido a-amino-3-hidroxi-5-
metilo-4-isoxazolpropionico), el cual es permeable a los iones sodio (Na') y potasio (K); el
receptor de kainato que también permite el paso de los iones Na" y K'; y el receptor N-metil-D-
aspartato (NMDA) que tiene la peculiaridad de permitir el flujo de iones calcio (Ca*") ademas de
Na" y K'. Los receptores NMDA tienen la caracteristica de permitir el paso de cationes
unicamente cuando la neurona postsinaptica estd suficientemente despolarizada, es decir por
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encima de su umbral para generar un potencial eléctrico, liberando asi un tapon de magnesio

(Mg2+) (Pankevich, Davis y Altevogt, 2011).

De manera general, los receptores ionotropicos de glutamato coexisten en la membrana
postsindptica y tienen actividad conjunta durante la neurotransmision glutamatérgica. Sin
embargo, la respuesta postsindptica es mas rapida y breve cuando se activan los receptores
AMPA y kainato. En contraste, el receptor NMDA produce una respuesta mas lenta y sostenida,
debido a que la activacion del receptor NMDA requiere de la despolarizacion previa de la

neurona mediante la respuesta de los receptores AMPA y kainato (Purves et al., 2004).

Los receptores metabotropicos de glutamato involucran la unién del neurotransmisor al
receptor, lo que ocasiona la activacion de proteinas ligadas al receptor, llamadas proteinas G, las
cuales pueden moverse por el medio intracelular y activar proteinas efectoras. Estas proteinas
pueden ser canales idnicos o bien enzimas que modifican indirectamente la actividad neuronal a
través de segundos mensajeros intracelulares (Liischer y Malenka, 2012). Se han identificado
ocho receptores metabotropicos, nombrados de mGlul a mGlu8, que se clasifican en tres clases
(I, IT y III) segun las vias intracelulares involucradas y los firmacos agonistas que los activan. De
manera general, los receptores del grupo I activan a la enzima fosfolipasa C, mientras los del

grupo I y III llevan a la inhibicion de la adelinato ciclasa (Dingledine y McBain, 2008).
EL GLUTAMATO Y LA MEMORIA

Existe evidencia de que el uso de antagonistas de receptores metabotrobicos de glutamato
impide la consolidacion de tareas espaciales, de miedo condicionado, etc. (Riedel, Platt y
Micheau 2003). Ademas, se ha descrito que animales transgénicos que no expresan este tipo de

receptores carecen de fendmenos electrofisiologicos relacionados a la memoria, como la



potenciacion o depresion a largo plazo (Niswender y Conn, 2010). Sin embargo, su papel directo
en el aprendizaje y la memoria es contradictorio y solo algunos tipos de memoria parecen

depender de los receptores metabotropicos de glutamato (Riedel, 1996).

Por otro lado, los receptores AMPA y NMDA han sido ampliamente estudiados, de tal manera

que su papel en la adquisicion, consolidacion y evocacion de la memoria es mas claro.

La adquisicion depende de la actividad de los receptores AMPA, pues su inactivaciéon por
medio de antagonistas impide que los animales aprendan diversas tareas, mientras que esta
misma inactivacidén no afecta la retencion a largo plazo una vez ocurrida la adquisicion (Riedel,

Platt y Micheau, 2003).

La retencion de la memoria ha sido fuertemente vinculada al aumento de la actividad neuronal
mediante la entrada de cationes por medio de los receptores AMPA y NMDA (Dingledine y
McBain, 2008; Riedel, Platt y Micheau, 2003). No obstante, es la entrada de Ca’" a través de los
receptores NMDA la que desencadena los procesos plasticos de la memoria (Liischer y Malenka,
2012). La entrada de Ca’" a la célula conduce, entre otros efectos, a la activacion de segundos
mensajeros intracelulares como son la cinasa dependiente de Ca**/calmodulina II (CaMKII), la
proteina cinasa C (PKC) y diversas fosfatasas, que regulan la eficiencia en la comunicacién
sindptica. De manera general, los cambios temporales en proteinas y elementos previamente
existentes en la neurona corresponden a la formacion de memorias a corto plazo (Kandel et al.,
2014). En cambio, para que la informacidn se consolide y se mantenga a largo plazo, se requiere
que los cambios plasticos resistan a la degradacion. Para ello, la consolidacion es desencadenada
a través de cambios en la expresion de los genes que intervienen en la sintesis de nuevos
receptores, nuevas espinas dendriticas y en general, una remodelacion de las sinapsis.
Comunmente, los cambios plasticos se deben a la actividad del factor de transcripcion de

10



respuesta a adenosin monofosfato ciclico (CREB, CAMP response element binding protein, por
sus siglas en inglés) (Dudai, 2002). CREB favorece la transcripcion de un fragmento de ADN a
ARN mensajero (ARNm), el cual es el primer paso para la sintesis de nuevas proteinas
(Latchman, 1993). Existe evidencia de que el influjo de Ca®’, a través de los receptores NMDA,
lleva a un aumento del calcio intracelular mediante la liberacion de calcio desde el interior del
reticulo endoplasmico. El aumento del Ca®" permite la activacion del complejo Calcio-
calmodulina (CaM), el cudl transloca al nicleo promoviendo la fosforilacion y activacion de

CREB (West, Griffith y Greenberg, 2002; Yan, et al., 2016).

Finalmente, la evocacion es la fase de la memoria de la que se conoce menos a nivel molecular
en comparacion a la adquisicion y la consolidacion. Se sabe que durante la evocacion no solo se
reactiva el trazo de memoria que contiene la informacion; ademas es un proceso reconstructivo
en donde la memoria puede volverse 1abil de nueva cuenta y susceptible de ser modificada (Ben-
Yakov, Dudai y Mayford, 2015). La informacién que se tiene hasta ahora sobre la evocacion es
gracias a los estudios donde se causa amnesia retrograda a través de lesiones cerebrales y
farmacos amnésicos (Gallo, 2007). De manera particular, se ha demostrado que la evocacion es
dependiente de los receptores AMPA, ya que su bloqueo mediante antagonistas impide la
evocacion de tareas conductuales, como evitacion pasiva y tareas de reconocimiento en modelos

animales (Izquierdo et al., 1993; Winters y Bussey, 2005).
MEMORIA DE RECONOCIMIENTO

Como parte del repertorio conductual adaptativo, los organismos son capaces de identificar los
objetos, lugares o eventos especificos que han experimentado previamente. A este subtipo de
memoria declarativa se le ha llamado memoria de reconocimiento (Squire, Wixted y Clark,
2007). La memoria de reconocimiento tiene dos componentes independientes: el poder juzgar la
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familiaridad o novedad de los estimulos, y la recoleccion de informacion contextual, ya sea
espacial o temporal, con respecto a estos (Warburton y Brown, 2015). Por ejemplo, reconocer a
una persona, y por otra parte, recordar el momento y circunstancias del encuentro, son ejemplos

de familiaridad y recoleccion, respectivamente.

TAREA DE RECONOCIMIENTO DE OBJETOS (ORM)

Se han desarrollado diversas tareas conductuales para modelos animales y humanos que son
utilizadas para estudiar la memoria de reconocimiento y sus mecanismos neurales. Entre ellas,
esta la prueba de reconocimiento de objetos (ORM, por sus siglas en inglés: object recognition
memory task) para roedores, donde se evalia el componente de familiaridad, dejando de lado las
variables sobre el contexto (Antunes y Biala, 2012). Esta prueba no involucra reforzamiento o
asociacion entre estimulos, inicamente se sirve de la tendencia natural de los roedores a explorar
los objetos novedosos. La tarea consiste en presentar a los sujetos experimentales una serie de
objetos durante dos sesiones. Hay una sesién de entrenamiento con dos objetos idénticos y una
sesion de prueba donde se presenta un objeto idéntico a los de la fase de entrenamiento y uno
novedoso, con la finalidad de evaluar si los sujetos pueden discriminar entre el estimulo
novedoso y el familiar. Para evaluar la discriminacion en la tarea de ORM se mide el tiempo que
los sujetos pasan explorando los dos objetos iguales durante la sesidon de entrenamiento y de igual
manera se mide el tiempo de exploracion de los objetos novedoso y familiar durante la sesion de
prueba. Si los sujetos exploran mas tiempo el objeto novedoso que el familiar se considera que la

tarea se evoco correctamente (Balderas, Rodriguez-Ortiz y Bermtudez-Rattoni, 2014).

Esta tarea es un buen modelo experimental para el estudio de la memoria, ya que los animales
deben explorar los objetos presentados y reconocer el objeto novedoso del familiar, a diferencia
de otras tareas como la evitacion pasiva o el condicionamiento al miedo, donde la disminucion
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del movimiento es utilizada como una medicién de la memoria y que puede ser causada por los

efectos colaterales de los fArmacos amnésicos y no asi por la correcta evocacion de la memoria.

SUSTRATOS ANATOMICOS Y FISIOLOGICOS DE LA MEMORIA DE

RECONOCIMIENTO

Uno de los primeros estudios cientificos sobre la pérdida de memoria declarativa, la cual
incluye a la memoria de reconocimiento, fue el que llevaron a cabo Milner y Scoville en 1957.
En dicho estudio, se reporto el caso del paciente H.M., a quien, debido a un caso de epilepsia, se
le extrajo de manera bilateral una gran parte del 16bulo temporal medial. Como consecuencia,
H.M. perdi6 la capacidad para formar nuevas memorias declarativas, por ejemplo, reconocer
lugares o personas nuevas. Sin embargo, H.M. alin era capaz de generar nuevas memorias
motoras, como el aprendizaje de habilidades manuales (Ramirez-Amaya, 2007). Gracias a este
hallazgo, asi como al estudio de pacientes humanos mediante el uso de imagenologia cerebral, se
ha vinculado a las areas del 16bulo temporal, como el hipocampo y areas corticales adyacentes,
entre ellas la corteza entorrinal y perirrinal (Figura 2) (McGaugh, 2007) con la formacion de la

memoria explicita o declarativa.
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Figura 2. A) Vista sagital, areas cerebrales del sistema de memoria del l6bulo temporal medial en humanos
(modificado de Nelson, Thomas y de Haan, 2007). B) Areas cerebrales del sistema de memoria del 16bulo temporal
en ratas: HIP (Hipocampo), AMI (Amigdala), PER (Corteza perirrinal), CE (Corteza entorrinal), CPR (Corteza
postrrinal) (Modificado de Kesner, 2013).

Se sabe que el hipocampo juega un papel importante en la memoria de reconocimiento, sobre
todo cuando las tareas involucran los componentes contextuales del reconocimiento, y un papel
menos vital cuando se trata solo de la familiaridad de los estimulos (Balderas, Rodriguez-Ortiz y
Bermudez-Rattoni, 2014; Broadbent, Squire y Clark, 2004). Las lesiones en el hipocampo pueden
llegar a producir déficits en la formacién de memorias de tareas como el ORM. Sin embargo,
otras areas, como la corteza perirrinal, que envia informacién hacia el hipocampo y recibe a su
vez informacion sensorial de otras areas cerebrales, juegan un papel mas importante para la
formacion y retencion a largo plazo de memorias sobre la familiaridad de los objetos (Antunes y

Biala, 2012).
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Recientemente la corteza insular (CI) ha despertado el interés dentro del estudio de la memoria
de reconocimiento. La CI se encuentra adyacente al hipocampo y la corteza perirrinal, y esta
situada en el 16bulo temporal lateral de primates y humanos; para los roedores, la CI se encuentra
entre el surco rinal y la arteria cerebral medial. La CI ha sido relacionada al procesamiento de
sabores, emociones y estados corporales derivados de la somatosensacion (Moraga-Amaro y
Stehberg, 2012). Segun su estructura celular y conectividad con otras regiones, la CI se ha
subdividido en tres areas: granular, disgranular y agranular (Bermudez-Rattoni, 2014) (Figura 3).
A pesar de ser a menudo conocida como la corteza gustativa, no toda la CI esta involucrada en el
procesamiento de sabores. Las cortezas granular y disgranular tienen conexiones con areas
relacionadas al procesamiento somatosensorial, la percepcion de tacto, dolor, posicidon del cuerpo,
entre otras (Bear et al., 2016). Mientras que la CI granular conecta con areas frontales y del
talamo relacionadas a la percepcion y ejecucion del movimiento (Shi y Cassel, 1998; Bermudez-

Rattoni, 2014).

La CI también se encuentra anatdmicamente vinculada con la corteza perirrinal y ha sido
relacionada con funciones perceptuales y con otras actividades cognitivas como la integracion
sensoriomotora, el procesamiento emocional y en fechas recientes se ha relacionado con la
consolidaciéon de memoria de reconocimiento. Es posible que la CI intervenga en el
reconocimiento de la familiaridad—novedad de los estimulos, no solo los gustativos. La
participacion de la CI en la memoria de reconocimiento se ha evaluado a través del bloqueo de la
transmision colinérgica, asi como de la inhibicion de sintesis de proteinas, observando un déficit
tanto en el reconocimiento de sabores como en la consolidacion del ORM (Bermudez-Rattoni,

Okuda, Roozendaal y McGaugh, 2005; Bermudez-Rattoni, 2014).
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Figura 3. A) Localizacion de la CI en un corte coronal en humanos, con coordenadas desde la comisura anterior. B)
Localizacion de la corteza insular en ratas y ratones con coordenadas desde bregma como 0, con sus subdivisiones:

GI (Insula granular), DI (Insula disgranular), Al (Insula agranular) (Modificado de Bermudez-Rattoni, 2014).

ORM Y TRANSMISION GLUTAMATERGICA

Con el fin de comprender los mecanismos neuronales subyacentes a las fases de la
memoria de reconocimiento, se han realizado estudios en los que se administran antagonistas de
los receptores glutamatérgicos, los cuales, como se mencion6 anteriormente, tienen un papel
central en los procesos plésticos de la memoria. Entre los firmacos mas utilizados estan el acido
2-Amino-5-fosfonovaleridnico (AP5), antagonista competitivo que se une a los receptores
NMDA, o el farmaco 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX), antagonista competitivo de

los receptores AMPA (Riedel, Platt y Micheau, 2003).
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Se ha hallado que el bloqueo de los receptores AMPA mediante la infusion de CNQX en
la corteza perirrinal, antes de la fase de muestra, impide la adquisicion de dicha tarea, pues al
evaluar la memoria a corto plazo (minutos después de la sesion de muestra) y a largo plazo (24 h
después de la sesion de muestra), los sujetos no son capaces de diferenciar el objeto novedoso del
familiar. Asimismo, la aplicacion de CNQX en la corteza perirrinal antes de la sesion de prueba
de la tarea de ORM impide la evocacion de esta (Winters y Bussey, 2005; Banks, Warburton,
Brown y Bashir, 2014).

Por otro lado, la inyeccion de APS en la corteza perirrinal después de la sesiéon de muestra
del ORM no afecta la memoria de reconocimiento a corto plazo cuando esta es evaluada a los 5 o
20 minutos después de la adquisicion (Warburton, Barker y Brown, 2013). De manera contraria,
cuando el APS5 es infundido luego de la sesiéon de muestra y se evalua la memoria 24 horas
después, la memoria a largo plazo se ve disminuida, pues los animales no muestran preferencia
por el objeto novedoso, con lo que se puede argumentar que el bloqueo de los receptores NMDA

impide la consolidacion de la tarea (Winters y Bussey, 2005; Winters, Saksida y Bussey, 2008).

HIPOTESIS DE INTEGRACION DE LA MEMORIA COMO ALTERNATIVA A LA
HIPOTESIS DE CONSOLIDACION
La hipoétesis de consolidacion sostiene que la memoria se estabiliza luego de su adquisicion
con el paso del tiempo (McGaugh, 2000). Durante este lapso, la estabilizacion de la memoria es
susceptible a diferentes farmacos amnésicos que la interrumpen, tales como los inhibidores de
sintesis de proteinas (ISP) (O'connor y Adams, 2014), impidiendo el establecimiento a largo
plazo de diferentes tipos de memorias. De manera general, se ha descrito que la inyeccion de ISP,
ya sea de manera cerebral o sistémica, antes o después del entrenamiento, impide la retencion a

largo plazo (usualmente evaluada 24 horas después de la adquisicion) (Dudai, 2004), y por tanto,
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la consolidacion. Ademas, a medida que aumenta el intervalo entre el entrenamiento y la
administracion de ISP, el efecto amnésico va disminuyendo (Davis y Squire, 1984), sugiriendo

que existe un periodo especifico donde la memoria es susceptible a dichos efectos amnésicos.

En contraposicion a la hipodtesis de consolidacion, existe una hipdtesis alternativa, llamada
hipotesis de integracion de la memoria, que explica los efectos amnésicos en términos de una
memoria dependiente de estado (Gisquet-Verrier et al., 2015). La memoria dependiente de estado
estd definida como un fendomeno en el que la evocacion de la memoria es posible solamente si el
sujeto se encuentra bajo el mismo estado fisioldégico que se presentd durante la adquisicion
(Jafari-Sabet, Mofidi y Attarian-Khosroshahi, 2018). De acuerdo con Gisquet-Verrier et al.
(2015), la integracion de la informacion (estado fisioldgico) se incorpora al trazo de memoria
mientras esta se encuentra activa y susceptible de ser modificada. Por el momento, el estado
inducido durante este fenomeno se ha definido en términos de actividad neuronal (Overton,
1991), incluyendo la actividad de circuitos neuronales locales e incluso del estado general del

sujeto.

La memoria dependiente de estado es un fendmeno del que se conoce desde principios del
siglo XX y que fue demostrado experimentalmente primero por Girden y Culler (1937), en una
serie de experimentos donde se condiciond la contraccion de un musculo de la pierna de perros al
sonido de una campana y encontraron que el condicionamiento bajo la administracion de curare,
antagonista de la acetilcolina, solo podia ser evocado bajo los mismos efectos del curare. A partir
de ese hallazgo, la memoria dependiente de estado ha sido demostrada en gran variedad de tareas,
como la evitacion pasiva y condicionamiento cldsico; en diversas especies, como con humanos,
roedores, gatos, monos; y con gran cantidad de estados fisioldgicos, como los producidos por

farmacos, suefio, hormonas, entre otros (Overton, 1991; Radulovic, Jovasevic y Meyer, 2017).
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Aunque no se tienen claramente definidas cudles son las caracteristicas especificas que subyacen
al fenémeno de dependencia de estado, se cree que los cambios en el balance
excitacion/inhibicion, como los ocasionados por la transmision glutamatérgica, pueden ser uno de

los mecanismos moleculares involucrados (Radulovic, Jovasevic y Meyer, 2017).

Gisquet-Verrier et al. en 2015 probaron la hipdtesis de dependencia de estado usando la tarea
de evitacion pasiva. En esta tarea se coloca a los animales en una arena con dos compartimentos,
uno claro y otro oscuro. Las ratas prefieren instintivamente el compartimento oscuro y por tanto,
se aplica un estimulo aversivo cuando pasan a este; es decir, las ratas asocian el contexto oscuro
con la consecuencia aversiva. Tanto en el entrenamiento como en la prueba se mide la latencia de
los animales para pasar al compartimento oscuro, y se espera que la latencia en la prueba aumente
con respecto al entrenamiento. En ese trabajo, los investigadores administraron cicloheximida, un
ISP, después de la adquisicion de la tarea de evitacion pasiva, lo que impidi6 la consolidacion de
la memoria. Sin embargo, la administracion de cicloheximida después de la adquisicion y antes
de la evocacion, restablecid la memoria aversiva. Es decir, estos datos proporcionan evidencia a
favor de la hipdtesis de integracion de la memoria, donde un fallo en la memoria es debido a una
discrepancia entre los estados experimentados por los sujetos durante el establecimiento y la

evocacion de la memoria; en contraste con la interrupcion de los procesos de consolidacion.

DEPENDENCIA DE ESTADO Y TRANSMISION GLUTAMATERGICA

La relacion entre las memorias dependientes de estado y los receptores glutamatérgicos ha
sido poco estudiada. Se ha encontrado que la induccién de memorias estado-dependientes con
morfina o litio puede ser reguladas por la actividad glutamatérgica. Por ejemplo, Zarrindast,
Jafari-Sabet, Rezayat, Djahanguiri y Rezayof en 2006, indujeron una memoria dependiente de
estado en una tarea de evitacion pasiva mediante la inyeccion de morfina intracerebrovascular
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antes del entrenamiento y antes de la prueba; posteriormente coadministraron antes de la prueba
L-glutamato, un agonista de los receptores ionotropicos de glutamato, o MK-801, antagonista de
NMDA, encontrando que el agonista mejoraba la evocacion, mientras que el antagonista la
empeoraba. En un estudio similar, también usando la tarea de evitacion pasiva, Rezayat et al., en
2010 provocaron una pobre ejecucion de la tarea con una inyeccion de litio intraperitoneal
después del entrenamiento, lo cual fue revertido con una segunda inyeccion de litio antes la
prueba. De manera similar, la activacion de los receptores NMDA en este experimento mejoro la
memoria dependiente de estado en concentraciones bajas de litio, mientras que el bloqueo de los
receptores provocd que los animales no ejecutaran correctamente la tarea. De tal forma que se
sabe que los receptores glutamatérgicos pueden modular las memorias dependientes de estado

inducidas por otros farmacos.

Por otro lado, existe literatura, aunque escasa, que muestra que algunos farmacos como
fenciclidina, ketamina o MK-801, antagonistas de receptores NMDA, pueden generar memorias
dependientes de estado en tareas de evitacion pasiva y de condicionamiento operante (Ceretta et
al., 2008; Jackson, Koek y Colpaert, 1992). Sin embargo, el papel de los receptores AMPA no ha
sido estudiado de igual manera, y se desconoce si este fendmeno se puede extender a otros

antagonistas y otras tareas, tales como el ORM.

DEPENDENCIA DE ESTADO EN ORM

Siguiendo la hipotesis de integracion de la memoria, Osorio-Gémez et al. (atin no publicado)
administraron anisomicina y 5,6-dicloro-1-beta-D-ribofuranosylbenzimidazol (DRB), ambos ISP,
en la corteza insular después del entrenamiento del ORM. Se observd que la administracion de

estos ISP impide el establecimiento de esta tarea. No obstante, cuando administraron el farmaco
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de nueva cuenta antes de la fase de prueba, la memoria se restablecid, presuntamente por un

fendmeno de memoria dependiente de estado.

De acuerdo con estos antecedentes con ISP, se conoce que estos farmacos amnésicos pueden
generar memorias dependientes de estado, lo cual abre la posibilidad al uso de otros farmacos
amnésicos, como los antagonistas de glutamato en el estudio de la memoria estado-dependiente.
Sin embargo, cabe destacar que la temporalidad de accién de los farmacos puede ser un factor
importante en la inducciéon de memorias dependientes de estado, ya que los inhibidores de
sintesis de proteinas tienen un tiempo de accion minimo de dos horas y una difusiéon méxima a
las 3 horas en el cerebro (Wanisch y Wotjak, 2008), esto variando segun el inhibidor usado y la
via de administracion (Davis y Squire, 1984). De manera contraria, se ha descrito que los
antagonistas glutamatérgicos tienen una temporalidad menor a los inhibidores de sintesis de
proteinas, ya que el CNQX tiene un efecto de inhibicion maximo alrededor de los 20 minutos
después de la administracion y un retorno a linea basal alrededor de los 90 minutos (Taylor,
Ohline, Moss, Ulrich y Abraham, 2016), mientras que el AP5 ha mostrado un efecto inhibitorio
que regresa a la linea basal de actividad alrededor de los 80 y 100 minutos después de su

administracion (Mizuno, Kanazawa y Sakurai, 2001).

JUSTIFICACION

Aunque existen reportes de que el bloqueo de la sintesis de proteinas y la inactivacion de los
receptores glutamatérgicos en la CI previene la formaciéon de memorias de reconocimiento
(Balderas et al., 2008; Bermudez-Rattoni, 2014; Guzmén-Ramos, Osorio-Gémez, Moreno-
Castillo y Bermudez-Rattoni, 2010), no existen estudios donde se evaliie el papel de los

receptores glutamatérgicos en la CI en la consolidacion y evocacién de la tarea de ORM.
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De igual manera, no existen investigaciones que estudien la induccién de una memoria de
reconocimiento dependiente de estado con antagonistas de los receptores NMDA y AMPA. Los
datos obtenidos podrian ayudar a ampliar el conocimiento sobre la relacion entre el glutamato y
la memoria dependiente de estado, asi como a repensar el papel de los farmacos amnésicos en las

diferentes etapas de la memoria.

A través del presente estudio se propone evaluar la induccion de una memoria de
reconocimiento dependiente de estado mediante el uso de antagonistas de los receptores NMDA
y AMPA. Asimismo, se determinara si el tiempo de accion de los antagonistas de glutamato es
una variable que puede afectar la induccién de una memoria dependiente de estado. El presente
proyecto permite dilucidar si los antagonistas de NMDA y AMPA producen amnesia o generan
una memoria de reconocimiento dependiente de estado. Los resultados obtenidos pueden ayudar
a entender mejor el proceso de la memoria y plantear hipotesis alternativas sobre el papel de los

farmacos amnésicos.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar si es posible inducir una memoria dependiente de estado mediante la administracion
en la corteza insular de los antagonistas glutamatérgicos AP5S y CNQX en una tarea de memoria

de reconocimiento de objetos.

Objetivos particulares

Evaluar si el antagonista glutamatérgico AP5 interfiere con la consolidacion de una tarea de

memoria de reconocimiento de objetos.
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Evaluar si el antagonista glutamatérgico APS5 interfiere con la evocacion de una tarea de

memoria de reconocimiento de objetos.

Evaluar si el antagonista glutamatérgico CNQX interfiere con la consolidacion de una tarea de

memoria de reconocimiento de objetos.

Evaluar si el antagonista glutamatérgico CNQX interfiere con la evocacidon de una tarea de

memoria de reconocimiento de objetos.

Evaluar si el antagonista glutamatérgico APS5 puede generar una memoria dependiente de

estado en una tarea de memoria de reconocimiento de objetos.

Evaluar si el antagonista glutamatérgico CNQX puede de generar una memoria dependiente de

estado en una tarea de memoria de reconocimiento de objetos.

Conocer el tiempo en que la inyeccion del antagonista AP5 no tiene efecto luego de la sesion

de muestra de una tarea de memoria de reconocimiento de objetos.

Evaluar si el incremento temporal del efecto del antagonista APS luego de la sesion de prueba
de una tarea de memoria de reconocimiento de objetos es capaz de generar una memoria

dependiente de estado.

Evaluar si el incremento temporal del efecto del antagonista CNQX luego de la sesion de
prueba de una tarea de memoria de reconocimiento de objetos es capaz de generar una memoria

dependiente de estado.

HIPOTESIS

La administracion del antagonista glutamatérgico APS en la CI impide la consolidacion de la

tarea de ORM.
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La administracion del antagonista glutamatérgico AP5 en la CI impide la evocacion de la tarea

de ORM.

La administracion del antagonista glutamatérgico CNQX en la CI impide la consolidacion de

la tarea de ORM.

La administracion del antagonista glutamatérgico CNQX en la CI impide la evocacion de la

tarea de ORM.

La administracion del antagonista glutamatérgico APS5 en la CI genera una memoria

dependiente de estado en la tarea de ORM.

La administracion del antagonista glutamatérgico CNQX en la CI genera una memoria

dependiente de estado en la tarea de ORM.

Existe un tiempo en el que el antagonista glutamatérgico AP5 no tiene efecto sobre la

consolidaciéon cuando es administrado luego de la sesion de muestra de la tarea de ORM.

El aumento del tiempo de accion del antagonista APS5 en la CI genera una memoria

dependiente de estado en la tarea de ORM.

El aumento del tiempo de accidon del antagonista CNQX en la CI genera una memoria

dependiente de estado en la tarea de ORM.

MATERIALES Y METODO

Se usaron ratas macho adultas de la cepa Wistar, proporcionadas por el Instituto de Fisiologia
Celular, UNAM, con un peso entre 280 y 300 g al inicio de los experimentos. Las ratas fueron

mantenidas individualmente en cajas de acrilico con agua y comida ad libitum, bajo un ciclo de
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luz-oscuridad de 12 horas. Los protocolos experimentales se llevaron a cabo durante la fase de

luz.

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (70 mg/kg) y xilazina (10
mg/kg) y mediante cirugia estereotaxica se les implant6 bilateralmente con canulas guia de 9mm
de largo dirigidas a la corteza insular, con coordenadas respecto a bregma: anteroposterior +1.2
mm, lateral +£ 5.5 mm y dorsoventral -3mm (Paxinos y Watson, 1998). Se colocaron estiletes en

las canulas para evitar su obstruccion. Las ratas tuvieron una semana de recuperacion.

Las microinyecciones fueron administradas con micro-jeringas Hlamilton (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Alemania) de 10 pL conectadas mediante tuberia de acrilico a una bomba de
microinfusion (Cole Parmer instruments, Illinois, US). El volumen inyectado fue de un microlitro
(0.5 pL/min), manteniendo la aguja por un minuto mas para la completa difusiéon. Los fArmacos
utilizados  fueron 4cido DL-2-amino-5-fosfonovalérico (AP5, 10mg/mL, Guzméan-
Ramos, Osorio-Gémez, Moreno-Castilla y Bermudez-Rattoni, 2010) (Tocris Bioscience; Bristol,
UK); o hidrato disédico 6-cyano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX, 1mg/mL, Osorio-Gémez,
Guzman-Ramos y Bermudez-Rattoni, 2016) (Sigma Aldrich, Missouri, US) los cuales fueron
disueltos en solucion salina (SS, 0.9% peso/vol). El protocolo de inyeccion de los farmacos sera

descrito mas adelante.

La tarea de reconocimiento de objetos se llevo a cabo en una caja de madera con pintura gris
de 40x40x60cm con aserrin, la cual fue limpiada antes de cada ensayo. Los objetos usados
fueron focos blancos de cristal (6 cm de didmetro y 11 cm de largo) y frascos transparentes (5.5
cm de diametro y 5 cm de alto) fijados con Velcro a las dos esquinas posteriores del piso de la
caja. Los objetos fueron limpiados con etanol al 70% (vol/vol) antes de cada exploracién para
evitar claves olfatorias.
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Al finalizar los protocolos conductuales, se verifico la correcta implantacion de las canulas.
Para ello, los animales fueron inyectados i.p. con una sobredosis de pentobarbital y se
perfundieron con solucion salina al 0.9%, posteriormente se extrajo el cerebro, el cual fue
almacenado en paraformaldehido al 4% en buffer fosfato salino (PBS) y después en una solucion
sacarosa al 30% en PBS. Finalmente, el cerebro fue cortado en rebanadas de 40 micras, fijado y

tefiido con violeta de cresilo, los cortes fueron observados mediante microscopia optica.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Las ratas fueron llevadas desde el vivarium al cuarto de conducta por tres dias consecutivos,
donde estuvieron durante una hora en sus cajas en un cuarto a 19°C con ruido blanco de fondo,
luego fueron introducidas a las arenas de conducta por 10 minutos sin ningin objeto con el fin de

habituarlas a la arena de exploracion y evitar efectos derivados del estrés.

Durante el cuarto dia se llevo la sesion de entrenamiento. Las ratas fueron llevadas al cuarto y
permanecieron en su caja por una hora, posteriormente fueron introducidas en las arenas de
exploracion por cinco minutos, durante los cuales exploraron libremente dos objetos idénticos. Se
grabaron las conductas de exploracion mediante videocamaras para posteriormente contabilizar el
tiempo de exploracion. Inmediatamente después de los cinco minutos de exploracion, se les
administré vehiculo (solucion salina), AP5 o CNQX luego de lo cual regresaron a sus cajas.

Posterior al entrenamiento, las ratas permanecieron durante una hora en el cuarto.

Al quinto dia se llevo a cabo la sesion de prueba, donde las ratas estuvieron una hora en el
cuarto de conducta y posteriormente fueron inyectadas con SS, AP5 o CNQX segun el grupo
experimental al que pertenecian. Quince minutos después fueron introducidas en las cajas de

exploracion con un objeto idéntico al de la fase de entrenamiento y otro distinto para explorarlos
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libremente. Esta conducta de exploracion también fue grabada mediante videocdmara para su
analisis posterior. Se realizd un contrabalanceo de las condiciones experimentales: Los objetos
usados fueron dispuestos de manera aleatoria en las cuatro arenas utilizadas, de manera que los
objetos novedosos nunca fueron unicamente los focos o los frascos. De igual manera, todos los
grupos fueron aleatoriamente expuestos a las cuatro arenas de la tarea, para evitar sesgos de

lugar.

Protocolo experimental: Administracion de AP5, CNQX o solucién salina después del

entrenamiento y antes de la prueba.

Los grupos utilizados fueron: solucidn salina después de la sesion de muestra y antes de la
sesion de prueba (SS-SS, n= 7), solucidn salina después de la muestra y AP5 antes de la sesion de
prueba (SS-APS, n=6), AP5 después de la sesion de muestra y solucion salina antes de la sesion
de prueba (AP5-SS, n= 7), AP5 después de la sesion de muestra y APS antes de la sesion de
prueba (AP5-APS5, n= 6), CNQX después de la muestra y solucion salina antes de la sesion de
prueba (CNQX-SS, n= 6), solucion salina después de la muestra y CNQX antes de la sesion de
prueba (SS-CNQX, n=7) y CNQX después de la sesion de muestra y CNQX antes de la sesion

de prueba (CNQX-CNQX, n=7) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema representativo del protocolo experimental de la tarea de ORM donde se administré solucion
salina (SS), AP5 (10mg/mL) o CNQX (1mg/mL) inmediatamente después de la sesion de muestra en la que se
presentan dos objetos idénticos (O1 y O2) y quince minutos antes de la sesion de prueba, donde se presenta un objeto
familiar (F) y un objeto novedoso (N).

Protocolo experimental: Administracion de AP5, CNQX o solucién salina despueés del

entrenamiento, 60 minutos después y antes de la prueba.

Con el objetivo de incrementar el tiempo de accidon de los farmacos utilizados, se realizo el
siguiente protocolo: inmediatamente después de la sesion de entrenamiento se administrd SS,
AP5 o CNQX; pasados 60 minutos se administro de nuevo SS, AP5 o CNQX; finalmente, el dia
de la prueba se administrdé SS, AP5 o CNQX 15 minutos antes de la sesion de prueba, todo esto

dependiendo de los grupos.

Los grupos experimentales fueron: solucion salina después de la sesion de muestra, solucion
salina 60 minutos después y solucion salina antes de la sesiéon de prueba (SS-SS-SS, n= 6);
solucién salina después de la sesion de muestra, AP5 60 minutos después y solucion salina antes
de la sesion de prueba (SS-AP5-SS, n= 7); solucion salina después de la sesion de muestra, AP5
60 minutos después y AP5 antes de la sesion prueba (SS-AP5-APS, n= 7); AP5 después de la
sesion de muestra, AP5 60 minutos después y solucion salina antes de la sesion de prueba (AP5-
APS5-SS, n=7); AP5 después de la sesion de muestra, APS5 60 minutos después y AP5 antes de la
sesion de prueba (APS5-APS5-APS5, n= 7); solucion salina después de la sesion de muestra,
solucion salina 60 minutos después y CNQX antes de la sesion de prueba (SS-SS-CNQX, n= 9);
CNQX después de la sesion de muestra, CNQX 60 minutos después y solucion salina antes de la
sesion de prueba (CNQX-CNQX-SS, n=6); y CNQX después de la sesion de muestra, CNQX 60

minutos después y CNQX antes de la sesion de prueba (CNQX-CNQX-CNQX, n=11) Figura 5.
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Figura 5. Esquema representativo del protocolo experimental de la tarea de ORM donde se administro SS, AP5
(10mg/mL) o CNQX (1mg/mL), inmediatamente después de la sesion de muestra en la que se presentan dos
objetos idénticos (Ol y O2), de nuevo 60 minutos después del entrenamiento, y una tercera vez quince
minutos antes de la sesion de prueba, donde se presenta un objeto familiar (F) y un objeto novedoso (N).

Protocolo experimental: Administracion de AP5 o solucion salina después del

entrenamiento, 120 minutos después y antes de la prueba.

Para la tercer serie de experimentos, se inyectd solucion salina o AP5 justo después de la
exploracion, 120 minutos después de que los animales exploraran y 15 minutos antes de la prueba
segun los siguientes grupos: solucion salina después de la sesion de muestra, 120 minutos
después y solucion salina antes de la sesion de prueba (SS-SS-SS, n= 7); solucion salina después
de la sesion de muestra, AP5 120 minutos después y solucion salina antes de la sesion de prueba
(SS-AP5-SS, n= 7); solucion salina después de la sesion de muestra, AP5 120 minutos después y
APS5 antes de la sesion de prueba (SS-AP5-APS, n= 8); AP5 después de la muestra, solucion
salina 120 minutos después y APS5 antes de la sesion de prueba (AP5-SS-APS5, n= 7); APS
después de la sesion de muestra, AP5 120 minutos después y solucion salina antes de la sesion de
prueba (AP5-AP5-SS, n=7); y AP5 después de la sesion de muestra, AP5 120 minutos después y

APS antes de la sesion de prueba (AP5-AP5-APS, n=7) Figura 6.
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Figura 6. Esquema representativo del protocolo experimental de la tarea de ORM donde se administro SS o el
farmaco APS (10 mg/mL), inmediatamente después de la sesion de muestra en la que se presentan dos
objetos idénticos (O1 y O2), de nuevo 120 minutos después, y una tercera vez quince minutos antes de la
sesion de prueba, donde se presenta un objeto familiar (F) y un objeto novedoso (N).

Para el analisis de los videos se contabilizo el tiempo de exploracion para cada objeto, por
parte de un experimentador ciego a las condiciones experimentales de los animales. La
exploracion de un objeto fue considerada como el toque del objeto con la nariz, o bien colocarla a
1 cm o menos de distancia. Colocar las patas encima, morder o girar cerca del objeto no fue

considerado como exploracion.

Se us6 un indice de reconocimiento expresado como el tiempo de exploracion en cada uno de
los objetos entre el tiempo total de exploracion de los dos objetos (Objeto X / (Objeto X + Objeto
Y)). En este sentido, un indice del 0.5 indica que no hay preferencia por ninguno de los dos
objetos, mientras un indice de reconocimiento significativamente mas alto que 0.5 demuestra
preferencia por alguno de los dos objetos. Todos los tiempos de exploracion durante la fase de
entrenamiento fueron analizados para garantizar que las ratas no mostraran una preferencia inicial

por alguno de los dos objetos, de lo contrario fueron eliminadas de analisis posteriores.
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ANALISIS ESTADISTICOS

Se obtuvieron las medias y errores estdndar de los indices de exploracion para los distintos
grupos. Se proboé mediante una prueba t de Student de una sola muestra si la media de los indices
para cada objeto era distinta del azar (0.5), también se compar6 el indice de exploracion de los
dos objetos por medio de una prueba t de Student para dos muestras independientes. Asimismo,
se compararon los indices de exploracion para el objeto novedoso entre los grupos
experimentales mediante ANOVA de una via y un andlisis post-hoc de comparaciones multiples
de Fisher y finalmente se compard el tiempo total de exploracion durante la prueba (OF + ON)
entre los grupos mediante una prueba ANOVA de una via, con un andlisis post-hoc de
comparaciones multiples de Fisher. Un valor de p < 0.05 se tomd como estadisticamente
significativo para todos los analisis. Para los andlisis estadisticos se uso el software Graphpad®

Prism® version 6.

RESULTADOS

HISTOLOGIA

Los lugares de canulacion se verificaron mediante microscopia optica para la CI. Aquellos

animales cuyos sitios de canulacion fueron incorrectos se excluyeron de andlisis posteriores.
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Fotografia representativa de las muestras histologicas mediante las cuales se verifico el lugar donde fueron
colocadas las canulas por medio de cirugia estereotaxica. (Diagrama modificado de Parkes, S.L., De la Cruz, V.,
Bermudez-Rattoni, F., Coutureau, E. y Ferreira, G., 2014).

RESULTADOS EXPERIMENTO 1: ADMINISTRACION DE AP5 CNQX O

SOLUCION SALINA DESPUES DEL ENTRENAMIENTO Y ANTES DE LA

PRUEBA.

En la sesion de muestra, los analisis estadisticos no mostraron diferencias significativas en el
indice de reconocimiento de ambos objetos con respecto al azar (0.5) (Objeto 1: tuz=0.112, p >
0.05, Objeto 2: t4) = 0.112, p > 0.05), por lo tanto, no hubo preferencia por alguno de los dos
objetos idénticos (Figura 7(A)). En la sesion de prueba (Figura7(B)) el grupo inyectado con
solucion salina en ambos momentos (SS-SS) (t)= 3.154, p < 0.05), asi como el grupo inyectado
con solucién salina y APS5 (SS-APS5) (tis)=2.936, p < 0.05), tuvieron un indice de reconocimiento

mayor al azar para el objeto novedoso, mientras los grupos inyectados con AP5 y solucion salina
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(AP5-SS) (t6)=0.722, p > 0.05), asi como con AP5 en ambos momentos (AP5-AP5)(tis)= 0.726,
p > 0.05) no mostraron diferencias con respecto al azar en el indice para el objeto novedoso. Por
otro lado, el grupo inyectado con CNQX y solucion salina (CNQX-SS) (ts) = 3.903, p < 0.05)
tuvo un indice de reconocimiento mayor al azar para el objeto novedoso (ON) durante la prueba
y, por tanto, preferencia por ese objeto, mientras el grupo inyectado con solucion salina y CNQX
(SS-CNQX) (t@ = 0.415, p > 0.05) y el grupo inyectado con CNQX en ambos momentos
(CNQX-CNQX) (te) = 0.401, p > 0.05) no mostraron un indice de reconocimiento para el ON
significativamente diferente del azar. El andlisis de varianza mostré que los indices de
reconocimiento para el objeto novedoso (ON) fueron diferentes entre los grupos (Fs 39= 3.080, p
< 0.05), y el analisis post-hoc mostré que el indice para este mismo objeto (ON) del grupo SS-SS
fue distinto con respecto a los grupos AP5-SS (p <0.05), AP5-APS5 (p <0.01) y SS-CNQX (p <
0.05). Por otro lado, el andlisis de varianza no mostré diferencias en los tiempos totales de
exploracion entre los grupos, para la sesion de prueba (F40= 0.632, p > 0.05). La media y el
error estandar de los tiempos de exploracion para cada grupo fueron los siguientes: SS-SS =
13.75 £ 2.32 s, SS-APS5 = 17.05 + 4.14 s, AP5-SS = 12.43 £ 2.48 s, AP5-AP5 = 17.47 £5.56 s,

CNQX-SS =11.73 £2.23 5, CNQX-CNQX =14.40 £3.70 s y SS-CNQX = 13.75 + 1.88 s.
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Figura 7. Reconocimiento de objetos modulado por la inyeccion de farmacos después de la adquisicion y antes
de la evocacion. A) Indice de reconocimiento con error tipico para la sesion de muestra en el primer experimento de
ORM (figura 4). B) indice de reconocimiento con error tipico para la sesion de prueba en el primer experimento de
ORM (figura 4). La linea punteada representa el azar (0.5). # Representa p < 0.05 en la diferencia con respecto al
azar. * Representa p < 0.05 en la diferencia con respecto al ON del grupo SS-SS. ** Representa p < 0.01 en la

diferencia con respecto al ON del grupo SS-SS.

RESULTADOS EXPERIMENTO 2: ADMINISTRACION DE AP5 O SOLUCION
SALINA DESPUES DEL ENTRENAMIENTO, 60 MINUTOS DESPUES Y ANTES DE

LA PRUEBA.

En la sesion de muestra del segundo experimento (figura 8(A)), los analisis estadisticos no
mostraron diferencias significativas en el indice de reconocimiento de ambos objetos con
respecto al azar (0.5) (Objeto 1: tae = 0.497, p > 0.05, Objeto 2: tiz6 = 0.497, p > 0.05) por lo

tanto, no hubo preferencia por alguno de los dos objetos idénticos.
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Durante la sesion de prueba del segundo experimento (figura 8(B)) el grupo inyectado con
solucion salina en los tres momentos (SS-SS-SS) (ts) = 3.631, p < 0.05) asi como el grupo
inyectado con AP5 también en los tres momentos (APS5-AP5-APS) (te = 4.473, p < 0.05)
mostraron un indice de reconocimiento mayor al 0.05 para el ON. Por otra parte, el grupo
inyectado con solucion salina, APS y solucion salina (SS-AP5-SS) (t = 0.382, p > 0.05) y el
grupo inyectado con solucion salina, APS y AP5 (SS-AP5-APS) (te = 0.655, p > 0.05), no

mostraron una diferencia significativa en el indice de reconocimiento con respecto al azar.

El andlisis de varianza mostrd6 que hubo diferencias significativas en el indice de
reconocimiento para el ON entre los grupos (F20) = 3.351, p < 0.05), mientras el analisis post
hoc reveld que el grupo que recibid solucion salina en los tres momentos (SS-SS-SS) tuvo
diferencias con respecto al grupo inyectado con solucion salina, AP5 y solucion salina (SS-AP5-
SS) (p < 0.05) asi como con respecto al grupo el grupo inyectado con solucion salina, APS y APS
(SS-AP5-APS) (p < 0.05) y el grupo inyectado con AP5, AP5 y solucidn salina (AP5-AP5-SS) (p

<0.05).

El analisis de varianza mostré que hubo no hubo diferencias en el tiempo total de exploracion
entre los grupos en la sesion de prueba segun el analisis de varianza (F(s44)= 0.520, p > 0.05). La
media y error estandar de los tiempos de exploracion para cada grupo fueron los siguientes: SS-
SS-SS = 14.78 + 3.06 s, SS-AP5-SS = 16.29 + 3.70 s, SS-AP5-AP5 = 11.08 + 2.63 s, AP5-AP5-

SS=13.34+2.61 sy AP5-AP5-AP5=17.34+3.79s.
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Figura 8. Reconocimiento de objetos modulado por la doble inyeccién de AP5, con 60 minutos de diferencia, de
farmacos tras la adquisicion y antes de la evocacion. A) indice de reconocimiento con error tipico para la
sesion de muestra en el segundo experimento de ORM con doble inyeccién de AP5 o Solucién salina con
diferencia de 60 minutos y una tercera quince minutos previos a la prueba de memoria (figura 5). B) indices
de reconocimiento con error tipico para la sesion de prueba en el segundo experimento de ORM (figura 5).
La linea punteada representa el azar (0.5). # Representa p < 0.05 en la diferencia con respecto al azar. *
Representa p < 0.05 en la diferencia con respecto al ON del grupo SS-SS. ** Representa p < 0.01 en la

diferencia con respecto al ON del grupo SS-SS.

RESULTADOS EXPERIMENTO 3: ADMINISTRACION DE CNQX O SOLUCION
SALINA DESPUES DEL ENTRENAMIENTO, 60 MINUTOS DESPUES Y ANTES DE

LA PRUEBA.

Para la sesion de muestra del tercer experimento (Figura 9(A)), los analisis estadisticos no

mostraron diferencias significativas en la exploracién de ambos objetos idénticos, por lo tanto,
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no hubo preferencia por alguno de los dos objetos en esta sesion del experimento (Objeto 1:

ta2)= 1.093, p > 0.05, Objeto 2: ta2)= 1.093,p > 0.05).

Durante la prueba del tercer experimento (Figura 9(B)), el grupo inyectado con solucion
salina en los tres momentos (SS-SS-SS)(t(10)= 4.044, p < 0.05) asi como el grupo inyectado con
CNQX, también en los tres momentos (CNQX-CNQX-CNQX)(tuo = 2.891, p < 0.05),
mostraron un indice de reconocimiento mayor al 0.5 para el ON, por lo que tuvieron preferencia
por ese objeto sobre el familiar (OF), mientras los grupos inyectados con solucién salina,
solucion salina y CNQX (SS-SS-CNQX)(tg) = 0.722, p > 0.05) y con CNQX, CNQX y solucion
salina (CNQX-CNQX-SS)(tis)= 0.355, p > 0.05) no tuvieron un indice de reconocimiento mayor

al azar para el ON.

El andlisis de varianza no mostr6é diferencias entre los grupos con respecto al indice de
reconocimiento del objeto novedoso (ON) (F327)= 3.128, p > 0.05). Por otra parte, el analisis de
varianza no mostré diferencias en cuanto al tiempo total de exploracion de los objetos familiar y
novedoso (Fi332)=0.976, p > 0.05). La media y error estdndar de los tiempos de exploracion para
cada grupo fueron los siguientes: SS-SS-SS = 18.26 + 3.96 s, SS-SS-CNQX = 19.69 + 3.76 s,

CNQX-CNQX-SS =14.41 £3.52 s y CNQX-CNQX-CNQX = 19.60 £ 4.06 s.
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Figura 9.Memoria de reconocimiento modulada por la doble inyeccion, con 60 minutos de diferencia, de CNQX
tras la adquisicion y antes de la evocacion. A) Indice de reconocimiento con error tipico para la sesion de
muestra en el tercer experimento de ORM con doble inyeccion de CNQX o solucion salina con diferencia
de 60 minutos (figura 5). B) Indices de reconocimiento con error tipico para la sesion de prueba en el
segundo experimento de ORM (figura 5). La linea punteada representa el azar (0.5). # Representa p < 0.05
en la diferencia con respecto al azar. * Representa p < 0.05 en la diferencia con respecto al ON del grupo
SS-SS. ** Representa p< 0.01 en la diferencia con respecto al ON del grupo SS-SS-SS.

RESULTADOS EXPERIMENTO 4: ADMINISTRACION DE AP5 O SOLUCION

SALINA DESPUES DEL ENTRENAMIENTO, 120 MINUTOS DESPUES Y ANTES DE

LA PRUEBA.

Los analisis estadisticos no mostraron diferencia para el indice de reconocimiento en la sesion
de muestra con respecto al azar (Objeto 1: tzg) = 0.513, p > 0.05, Objeto 2: tizo) = 0.513, p >

0.05)(Figura 10(A)) y por tanto no hubo preferencia por alguno de los dos objetos idénticos.
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En cuanto al indice de reconocimiento para la sesion de prueba (Figura 10(B)), el grupo
inyectado con solucion salina en los tres momentos (SS-SS-SS)( te) = 4.526, p < 0.05) , asi como
el grupo inyectado con solucion salina, AP5 y AP5 (SS-AP5-APS)( ti7) = 4.396, p < 0.05) y el
grupo inyectado con solucion salina, AP5 y solucion salina (SS-APS-SS) (te) = 4.420, p < 0.05),
tuvieron un indice de exploracion mayor para el ON, y por tanto, preferencia por ese objeto,
mientras los grupos inyectados con APS5, solucion salina y AP5 (AP5-SS-APS) (te)=1.194, p >
0.05), con APS5, AP5 y solucion salina (AP5-AP5-SS) ( te = 0.047, p > 0.05), y el grupo
inyectado con APS en los tres momentos (AP5-APS5-APS)( t = 0.329, p > 0.05), no mostraron

un indice de reconocimiento mayor que el azar para el ON.

El analisis de varianza mostrd que existieron diferencias en el indice de reconocimiento del
objeto novedoso entre los grupos (F(s37= 5.056, p < 0.01). El analisis post hoc mostré que hubo
diferencias en cuanto a la exploracion del ON entre el grupo inyectado con solucion salina en los
tres momentos (SS-SS-SS) y el grupo inyectado con APS5, solucion salina y AP5 (AP5-SS-APS)
(p <0.01), asi como con el grupo inyectado con APS, AP5 y solucion salina (AP5-AP5-SS) (p <

0.05) y el grupo inyectado con APS5 en los tres momentos (AP5-AP5-APS) (p < 0.05).

Por otra parte, el tiempo total de exploracion para la sesion de prueba (Figura 10(B)) no fue
diferente entre los grupos (Fs 4= 0.825, p> 0.05). La media y errores estandar de los tiempos de
exploracion para cada grupo fueron los siguientes: SS-SS-SS= 26.45 + 4.63 s, SS-AP5-
AP5=17.75+£3.73 s, AP5-SS-AP5=11.29 + 1.58 s, AP5-AP5-SS=26.33 + 4.98, AP5-AP5-AP5=

23.71+£6.09 s y SS-AP5-SS=18.68 £ 3.76 s.
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Figura 10. Memoria de reconocimiento modulada por la doble inyeccion, con 120 minutos de diferencia, de

AP5 tras la adquisicion y antes de la evocacion A) indice de reconocimiento, con error tipico, para la sesion

de muestra en el tercer experimento de ORM con doble inyeccion de APS5 o solucidn salina con diferencia

de 120 minutos y una tercera quince minutos previos a la prueba de memoria (figura 6). B) indices de

reconocimiento con error tipico para la sesion de prueba en el segundo experimento de ORM (figura 6). La

linea punteada representa el azar (0.5). # Representa p < 0.05 en la diferencia con respecto al azar. *

Representa p < 0.05 en la diferencia con respecto al ON del grupo SS-SS. ** Representa p < 0.01 en la

diferencia con respecto al ON del grupo SS-SS-SS.

DISCUSION

En este trabajo se estudi6 a la CI, region que ha sido escasamente involucrada en la formacion

de la memoria de reconocimiento, en contraposicion al grueso del cuerpo tedrico que asocia a la

memoria de reconocimiento con areas como la corteza perirrinal y el hipocampo (Brown y

Aggleton, 2001). Gracias a los resultados aqui presentados, la CI adquiere un papel mas

importante en la formacioén y recuperacion de la memoria de reconocimiento.
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Los datos obtenidos muestran que la administracion del antagonista de receptores NMDA, el
farmaco APS5, impide la consolidacion de la memoria de reconocimiento como se habia reportado
anteriormente (Winters y Bussey, 2005; Winters et al., 2008). Asimismo, se observo que aun
cuando el AP5 es administrado pasados 60 minutos desde que se adquiri6 la tarea, este impide la
consolidaciéon de la memoria de reconocimiento. Este fendmeno habia sido observado
previamente en la tarea de evitacion pasiva, en la que se inyectd APS en la corteza entorrinal e
hipocampo 60 minutos después de la adquisicion (Izquierdo et al., 1997), asi como en la
interrupcion de la consolidacion del condicionamiento de aversion a los sabores al bloquear los
receptores NMDA en la CI tras 60 minutos desde la adquisicion (Gutiérrez, Hernandez-
Echeagaray, Ramirez-Amaya y Bermudez-Rattoni, 1999). En ambos estudios la formacion de la
memoria a largo plazo se vio interrumpida. No obstante, cuando la inyeccion ocurre después de
120 minutos tras al entrenamiento, no hay efectos sobre la consolidacion y la memoria a largo
plazo no se ve afectada, tal como se habia encontrado en estudios anteriores donde la
administracion de AP5 luego de 120 minutos después del entrenamiento en tareas de
discriminacion espacial y olfativa no impidi6é el establecimiento de la memoria (Roullet,

Sargolini, Oliverio y Mele, 2001; Tronel y Sara, 2003).

Por otro lado, el antagonista AP5 no afect6 la evocacion de la memoria de reconocimiento
cuando fue administrado antes de la sesion de prueba. Estos resultados concuerdan con
numerosos antecedentes que indican que el bloqueo de los receptores NMDA no interfiere con la
evocacion de diversas tareas (Bermudez-Rattoni, 2013; Gutiérrez et al., 1999; Levitan et al.,

2016).

Ademas, la hipétesis de integracion de la memoria propone que el estado fisiologico del sujeto

es una parte esencial del trazo de memoria, y en ausencia de este, no es posible evocar
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correctamente la memoria. Dicho evento podria explicar que los farmacos amnésicos favorecen
que las memorias sean dependientes del estado y no asi de una interrupcion de los procesos
plasticos que han sido correlacionados a la consolidacion. En el presente estudio, basado en
reportes de que dos inhibidores de sintesis de proteinas inyectados en la corteza insular después
de la adquisicion y antes de la evocacion generan memorias dependientes de estado en la tarea de
ORM (Osorio-Gomez et al., atn sin publicar), se buscd generar una memoria estado-dependiente

con antagonistas glutamatérgicos.

Los resultados muestran que la administraciéon de AP5 después de la adquisicion y antes de la
prueba no logré generar una memoria dependiente de estado. Este fendmeno puede ser explicado
debido a la corta duracion de los efectos del AP5 (Mizuno et al., 2001), ya que el tiempo de
accion de los ISP, que si logran generar una memoria dependiente de estado en el ORM (Osorio-
Gomez et al., aun sin publicar), es como minimo, mayor a dos horas (Wanisch y Wotjak, 2008).
De manera interesante, al aumentar el efecto temporal mediante la doble administracion de APS
inmediatamente y 60 minutos después de la sesion de muestra, los animales si fueron capaces de
reconocer el objeto novedoso cuando de nueva cuenta se encontraban bajo los efectos del AP5
durante la sesion de prueba. Es importante notar que la induccion de la dependencia de estado fue
posible Unicamente cuando el tiempo de acciéon fue ampliado y no cuando el farmaco se

administrd una sola vez.

Por su parte, el farmaco CNQX no mostr6 tener efectos sobre la consolidacion cuando fue
inyectado en una sola ocasién en ninguno de los protocolos, ya fuera a 0 o 60 minutos tras la
adquisicion, pero si cuando fue administrado inmediatamente después de la adquisicion y 60
minutos después. A pesar de que el proceso de consolidacion no es frecuentemente ligado a la

accion de los receptores AMPA, existen reportes de que el CNQX impide la consolidacion del
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ORM (Winters y Bussey, 2005) e evitacion pasiva (Izquierdo et al., 2007) cuando es
administrado luego del entrenamiento de dichas tareas. Se puede explicar este fenomeno en dos
sentidos: Por un lado, si seguimos la hipotesis de consolidacion, es posible que la interrupcion
prolongada de la transmision excitatoria rapida en la CI no permita que se dé ningun tipo de
mecanismo intracelular para soportar la memoria a largo plazo. Mientras que si tomamos como
base la hipotesis de integracion, es el efecto del farmaco durante este periodo podria pasar a ser
parte integral del trazo de memoria, y al no estar dicho estado durante la evocacion, no hay una
correcta recuperacion. Asimismo, el bloqueo de los receptores AMPA mostré impedir la
evocacion de la memoria de reconocimiento, tal como se habia descrito en la tarea de ORM, con
la inyeccion de CNQX antes de la evocacion en la corteza perirrinal (Winters y Bussey, 2005;
Banks et al., 2014), asi como con otras tareas y estructuras, como el caso del hipocampo y la
corteza entorrinal en tareas espaciales y de evitacion pasiva (Bast, da Silva y Morris, 2005;

izquierdo et al. 1993).

Asi, en este trabajo se aporta evidencia de la relevancia de los receptores AMPA en la
evocacion de la memoria en general. De manera similar al APS, el firmaco CNQX también logré
generar una memoria dependiente de estado cuando se ampli6 el tiempo de accion. Se demostrod
entonces que la memoria de reconocimiento se puede hacer dependiente de estado a través del
bloqueo de los receptores glutamatérgicos mediante el uso de antagonistas como el CNQX y
APS5, tnicamente cuando se incrementa el tiempo de accion. Por lo tanto, se aporta evidencia de
que el impedimento ocasionado por los antagonistas de los receptores NMDA y AMPA en la
consolidaciéon del ORM puede ser visto como una discrepancia en los estados fisiologicos
durante el establecimiento y recuperacion de la memoria y no como una interrupcion de los

procesos plasticos.
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De manera interesante, se puede proponer que la induccion de la dependencia de estado esta
restringida a una ventana temporal menor a los 120 minutos después de la adquisicion, en la cual
la memoria es susceptible a los agentes amnésicos aqui analizados. Ya que la administracion de
AP5 a los 120 minutos, es decir, una vez transcurrida la ventada de consolidacion, no genera una
memoria de reconocimiento estado-dependiente. Este fenomeno también fue observado con otros
dos inhibidores de sintesis de proteinas; anisomicina y DRB (Osorio-Gémez et al., ain sin

publicar) y por tanto existe evidencia sélida en cuanto a esta ventana temporal.

Debido a la metodologia utilizada, no es posible conocer qué estado esta siendo generado con
los antagonistas de los receptores NMDA y AMPA. Una via fructifera es buscar caracterizar los
estados inducidos por medio del registro electrofisiolégico, o mediante la busqueda de

marcadores moleculares.

En cuanto a la hipdtesis aqui planteada sobre la dependencia de estado, es conveniente
investigar si existen otras tareas que también se pueden hacer estado-dependientes mediante el

uso de distintos farmacos amnésicos.

Ademas, se requiere conocer si las ventanas temporales son similares entre las diferentes
tareas o si, por el contrario, diferentes tipos de memoria tienen periodos criticos de labilidad

distintos.

CONCLUSIONES

En este estudio se analizaron los efectos de dos farmacos antagonistas de glutamato en la CI
sobre la memoria de reconocimiento y la induccién de memorias estado-dependientes. Aqui se
corrobord que el funcionamiento de la CI es crucial para la formacion y recuperacion de la

memoria de reconocimiento.
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En este trabajo, la hipdtesis de consolidacion fue sometida a prueba y se encontréd que el
bloqueo de los receptores glutamatérgicos durante la consolidacion no lleva a una amnesia
permanente, si no que esta puede ser revertida cuando se presenta la misma condicion durante la
evocacion. Se observo que la administracion del antagonista de receptores NMDA, interrumpe el
proceso de consolidacion de una tarea de reconocimiento, sin embargo, al ampliar el tiempo de
accion del farmaco y al administrarlo antes de la evocacion, la memoria se recupera por un
fendmeno de dependencia de estado. Por otra parte, se encontrd que el antagonista de receptores
AMPA interfiere con el proceso de evocacion de la memoria de la tarea de ORM, asi como con la
consolidacidon cuando su tiempo de accion es ampliado. Este efecto sobre la consolidacion es
revertido cuando los efectos del CNQX estan también presentes durante la evocacion de la tarea,

generando asi la recuperacion de la memoria explicada mediante la dependencia de estado.

Es importante notar que la memoria dependiente de estado fue inducida siempre y cuando se
realizaran dos inyecciones de los fArmacos durante un periodo menor a dos horas después de la
adquisicion de la tarea y no después. Es decir, existe una ventana de labilidad dentro de la cual el
farmaco es capaz de convertirse en un atributo mas de la memoria, donde el estado fisioldgico
generado por los farmacos amnésicos puede integrarse al trazo de memoria reconocimiento y
llevar a la dependencia de estado, lo cual nos puede ayudar a repensar la manera en que se estudia

la consolidacion y recuperacion de la memoria desde la neurobiologia.
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