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RESUMEN

La consolidacion de la memoria depende de la sintesis de proteinas y de la
activacion de cascadas de sefalizacion intracelular en regiones como el
hipocampo dorsal (HD). Entre ellas, la via de las proteinas cinasas activadas por
mitégenos (MAPK/ERK) participa en la plasticidad sinaptica y en la activacion de
factores de transcripcion que inducen cambios moleculares. El objetivo de este
proyecto fue evaluar el papel de esta via en la consolidacién de la memoria de
ratas Wistar entrenadas en la tarea de evitacion inhibitoria (El) con intensidades
de 1.0 0 3.0 mA. Se implantaron canulas bilaterales en el HD para administrar el
inhibidor de MEK1/2 (PD098059: 2.0, 4.0 u 8.0 pg/0.5 pL) o vehiculo quince
minutos antes del entrenamiento. El estudio comprendié cuatro fases: curva
dosis-respuesta, evaluacion de memoria a corto plazo, analisis de dependencia
de estado y efecto de la inhibicién bajo entrenamiento intenso.

Se encontré que la inhibicion de MAPK/ERK en el HD deteriora la consolidaciéon
de la memoria de largo plazo de manera dosis-dependiente (especificamente con
4.0 yg) cuando se utiliza un estimulo moderado de 1.0 mA. Este efecto amnésico
fue selectivo para la memoria de largo plazo, ya que la memoria de corto plazo
(30 min) permanecio intacta. Asimismo, se determind que el déficit observado no
se debe a una dependencia de estado farmacoldgico. Por el contrario, bajo un
entrenamiento de alta intensidad (3.0 mA), la memoria se preservo a pesar de la
inhibicion de la via, lo que sugiere el reclutamiento de mecanismos moleculares
alternativos ante estimulos aversivos intensos. En conclusion, la via MAPK/ERK
es critica para la consolidacion bajo condiciones estandar de aprendizaje, pero no
es el mecanismo predominante ante experiencias de aprendizaje incrementado



ANTECEDENTES

1.1. Conceptos generales de aprendizaje y memoria

1.1.1. Definicion de aprendizaje

El aprendizaje es un mecanismo neurobiolégico mediante el cual se adquieren o
modifican habilidades, comportamientos, actitudes y conocimientos (Lafontaine y
col., 2020). Es un proceso fundamental para el desarrollo cognitivo y conductual
en humanos y animales que se adquiere a lo largo del tiempo, mediante la
experiencia, la observacion y la interaccion con el entorno (Rakesh, 2024). En el
campo de la neurobiologia del aprendizaje, generalmente se define como el
proceso mediante el cual la experiencia produce un cambio relativamente
duradero en la conducta o en el potencial conductual, que no puede atribuirse a
estados transitorios como la fatiga, la maduracién o efectos farmacologicos (Klein,
2012).

1.1.2. Definicion de memoria

La memoria suele definirse como un proceso adaptativo en el que participa el
almacenamiento de informacién derivada del aprendizaje en el cerebro, necesaria
para la regulacién del comportamiento y la supervivencia (Ortega-De San Luis y
Ryan, 2022). Se acepta que el proceso de memoria incluye tres fases principales:
la adquisicién o codificacion, la consolidacién y el almacenamiento de informacion
(Molina y col., 2020). La codificacion cerebral se refiere al proceso mediante el
cual la actividad cerebral (es decir, la activacion de poblaciones de neuronas)
representa y transforma la informacion del mundo externo o interno en sefiales
neuronales, que permite que el cerebro represente el mundo, lo almacene como
memoria y lo use para guiar la conducta.

La segunda fase, es el proceso de consolidacion, el cual se caracteriza por la
estabilizacién y organizacién de recuerdos, ya que la informacién nueva se
conecta con el conocimiento y las memorias existentes, se realiza un

fortalecimiento neuronal en el que nuevas conexiones sinapticas estabilizan
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recuerdos para convertirlos de forma duradera para almacenarlos en el neocértex
para su posterior recuperacion (Brodt y col., 2023).

La tercera fase es el proceso de almacenamiento en el cual se trabaja la memoria
a corto plazo o de trabajo, en la que una informacion que se procesa en momentos
COMO conversaciones permanecen aqui y la memoria a largo plazo, en la que los
recuerdos se mantienen de forma mas duradera y se accede a ellos cuando es

necesario (Sridhar y col., 2023).

La consolidacidn es un mecanismo complejo y dinamico en el que se permite
transformar la informacion recién adquirida durante una experiencia de
aprendizaje en una representacion estable y duradera en el cerebro, en la que se
representan cambios sinapticos y moleculares, asi como la reorganizacién de
redes neuronales (Cowan y col., 2021). Este proceso es importante para que el
conocimiento no se pierda poco después de su adquisicidn, sino que pueda
mantenerse en el tiempo y ser recuperado cada vez que sea necesario (Goto,
2022). El proceso de consolidacion puede dividirse en al menos dos fases. La
primera es la consolidacion sinaptica, que ocurre en las horas siguientes a la
adquisicion de nueva informacion, e implica cambios a nivel celular y molecular
que fortalecen las conexiones sinapticas entre neuronas (Guskjolen y col., 2023).
La segunda es la consolidacion sistémica o de sistemas, que puede extenderse
por periodos de dias a afos, e implica la reorganizacion gradual de las redes
cerebrales, en la cual la dependencia inicial del hipocampo disminuye a medida
que las memorias se integran en regiones corticales mas amplias (Okuda y col.,
2021). Durante el aprendizaje, la consolidacién no ocurre de manera automatica,
sino que puede verse modulada por diversos factores, como el nivel de atencién
dedicado a la codificacién, el grado de repeticion o practica, el significado del
contenido aprendido, las emociones asociadas a la experiencia y procesos como

la conciliacion del suefio (Cotton y Ricker, 2022).

Comprender los mecanismos de consolidacion de la memoria permite optimizar
estrategias y el disefio de ambientes de aprendizaje mas efectivos, pues facilita
la identificacion de condiciones que favorecen la retencion del conocimiento a

largo plazo (Shwabe y col., 2022). Este mecanismo ayuda a explorar dificultades
2



en el aprendizaje, la rehabilitacién de funciones cognitivas deterioradas y a
comprender como se almacenan y se transforman experiencias en conocimiento

duradero (Kumar y col., 2023).

Adicionalmente, se tiene la etapa de recuperacion o acceso a la informacién, en
la cual se evocan o recuperan recuerdos, es decir, se accede a la informacién
registrada y almacenada y se reconoce o identifica la informacion correcta entre

varias opciones (Goto, 2022).

1.1.3. Tipos y clasificaciones de memoria

Conforme la literatura va evolucionando, la clasificacion de la memoria se va
actualizando: se tiene la de corto y largo plazo, la declarativa y no declarativa, asi

como la contextual y la aversiva (Guzman-Ramos y col., 2022).

Una memoria a corto plazo retiene temporalmente informacién para objetivos
especificos, como recordar un numero de teléfono o seguir instrucciones. Se tiene
una capacidad limitada, ya que puede retener entre 5 y 9 elementos a la vez
(Cascella y Al Khalili, 2024). Su duracién es breve, de segundos a horas, ya que
la informacién se desvanece rapidamente si no se transfiere a memoria a largo
plazo. Dentro de esta clasificacién se incluye la memoria sensorial (captada por
los sentidos), la memoria inmediata (informacién que se tiene por breve periodo
de tiempo) y la memoria de trabajo (informaciéon que se manipula para realizar
tareas) (Ortega-De San Luis y Ryan, 2022). Mientras que la memoria a largo plazo
almacena informacién duradera para su recuperacion posterior. Su capacidad es
amplia y no tiene un limite conocido, al igual que la duracién, que puede ir de

horas a afos (Jiang y col., 2024).

La memoria a largo plazo se divide en memoria declarativa y memoria no
declarativa (Bouyeure y Noulhiane, 2020). La memoria declarativa es explicita y
se basa en hechos o eventos; se da de manera consciente y puede expresarse



con mediante ideas y palabras (Jawabri y Cascela, 2023). La memoria no
declarativa es implicita e incluye habilidades motoras que se aprenden; no se
puede explicar facilmente con palabras. Se da mediante exposiciones previas a
estimulos que facilitan la respuesta posterior a ese mismo estimulo sin ser
conscientes de haberlo visto antes. Asimismo, puede ser un condicionamiento
clasico en la que el aprendizaje es asociativo con respuestas a ciertos estimulos
(Damis, 2022).

También se dispone de una clasificacion de la memoria contextual y aversiva
(Leschik, 2025). La memoria contextual se refiere a la capacidad de organizar y
recordar informacidon junto con su fuente y las circunstancias en las que se
aprendid; incluye elementos como el lugar, el tiempo, las personas, las emociones
y otros detalles que rodean un recuerdo especifico (Cohen y Kahana, 2022). La
memoria aversiva, también llamada memoria de miedo contextual, es la formacion
de una memoria de miedo vinculada a un contexto especifico; se produce cuando
dicho contexto se asocia con un estimulo aversivo o peligroso, lo que recuerda el
evento como traumatico o dafino y provoca una respuesta de miedo o ansiedad

al volver a ese lugar (Damis, 2022).

.2. Bases neurobioldgicas del aprendizaje y memoria

1.2.1. Papel del hipocampo en la memoria contextual y aversiva

El hipocampo es una estructura del I6bulo temporal medial; cumple una funcién
esencial en la formacién, consolidacién y recuperacion de las memorias

episodicas y espaciales (Albadawi, 2025).

Su estructura se divide en el giro dentado, el cuerno de Amén (CA1, CA2, CA3)y
el subiculo, como se muestra en la Figura 1 (Kolibius y col., 2025). El giro dentado
es una franja crenada y la porcién mas interna del hipocampo y su funcién es la
formacién de nuevas memorias y la exploracion de entornos nuevos (Sun y col.,
2023). El cuerno de Amon se subdivide en tres regiones; la region CA1 esta

compuesta de células piramidales que son esenciales para el aprendizaje,
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procesamiento y almacenamiento de la memoria espacial y formacion de nuevas
memorias, la region CA2 es una region especializada que se cree que participa
en la memoria de reconocimiento social, es decir, la capacidad de reconocer a
otros individuos de la misma especie, la regién CA3 esta formada por neuronas
piramidales con laterales axdnicas que se conectan entre si, formando una red
recurrente que se encarga de conectar la informacién del giro dentado y CA2 con
CA1 (Chauhany col., 2021; Tsaiy col. 2022). Finalmente, el subiculo es la corteza
mas interna del hipocampo, la parte mas posterior del mismo y se encarga de
procesar y modificar informacion que provenga del hipocampo, enviandola a otras
areas del cerebro para funciones como la memoria, la regulacion emocional y la

integracion social (Danieli y col., 2023).

Se ha demostrado que existen diferencias funcionales a lo largo de su eje
longitudinal, en particular entre las regiones dorsal y ventral. Se menciona que el
hipocampo dorsal es mas cognitivo y espacial, mientras que el hipocampo ventral
es mas emocional y relacionado con la motivacion y estrés (Babl y Sigurdsson,
2025).

El hipocampo ventral se dedica a procesar las emociones asociadas a los
estimulos y a regular respuesta a estrés. Guia la toma de decisiones y las
acciones en funcién del valor emocional de las recompensas sociales, la comida
y otras experiencias. Ambas regiones trabajan juntas, pero con funciones distintas
(Sun y col., 2023). En este contexto, el hipocampo dorsal ha sido ampliamente
asociado con la codificacion precisa de informacién espacial y contextual, asi
como la consolidacion de memorias explicitas o declarativas, especialmente en
roedores (Albadawi, 2025).

En el proceso de consolidacién de la memoria, el hipocampo dorsal juega un papel
fundamental en las fases tempranas, cuando la memoria aun es dependiente de
esta estructura. Durante este periodo, se producen cambios sinapticos intensos
que facilitan la estabilizacion inicial de la memoria (Goto, 2022). A medida que
progresa la consolidacion sistematica, la dependencia funcional del hipocampo

dorsal disminuye gradualmente, y la informacién se transfiere hacia areas
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corticales, el neocortex, a través de procesos de reactivacion y reorganizacion

sinaptica que ocurren durante el suefio (Brodt y col., 2023).

Estudios en animales han demostrado que lesiones selectivas, inactivacion
neuronal, manipulacion genética del hipocampo dorsal alteran significativamente
la consolidacién y recuperacion de memorias espaciales y contextuales, como se
observa en tareas de laberintos o pruebas de miedo condicionado al contexto
(Ramos y Moron, 2022). Ademas, se ha observado que la activacion de neuronas
en el hipocampo dorsal durante el suefio de ondas lentas se correlaciona con la
reactivacion de patrones neuronales asociados a la experiencia previa, lo que
respalda su participacién en la consolidacién de la memoria (Feliciano-Ramos y
col., 2023).

La evidencia sugiere que el hipocampo dorsal no solo es crucial para la
adquisicién y consolidacion inicial de memorias dependientes del contexto y del
espacio, sino que también actua como un nodo transitorio en la transferencia de
estas memorias hacia estructuras neocorticales donde se almacenan de manera

mas estable a largo plazo (McNaughton y Bannerman, 2024).

Dentate "
gyrus

Figura 1. Organizacion anatomica de las regiones del hipocampo (Megias y col.,
2023).

.2.2. Estructuras cerebrales relevantes para la memoria
En relacién con los procesos relacionados con la memoria, hay estructuras que

interactian directamente con los mecanismos de la memoria contextual del
6



hipocampo, estas estructuras son la corteza entorrinal y parahipocampica, la

amigdala, la corteza prefrontal, el I6bulo parietal y el fornix (Huang y col., 2021).

La corteza entorrinal y la parahipocampoca actuan como entrada y salida de
informacion del hipocampo, procesando informacion espacial y contextual antes
de llegar a él. Son cruciales para la memoria, especialmente la memoria episddica
y espacial, ya que actuan como la principal interfaz entre el neocortex y el
hipocampo (Hernandez-Fraustro y Vivar, 2024). La corteza entorrinal preprocesa
informacion sensorial y la transmite al hipocampo, mientras que la corteza
parahipocampal procesa informacion contextual y de estimulos novedosos,

integrandolos en la memoria (Peng y Burwell, 2021).

La amigdala asocia recuerdos con emociones, consolidando y fortaleciendo las
memorias, especialmente las de miedo o estrés. Aunque el hipocampo es
fundamental para formar el contenido del recuerdo, la amigdala afiade la capa
emocional, haciendo que los recuerdos con carga afectiva sean mas vividos y

duraderos (Paré y Headley, 2023).

La corteza prefrontal y el hipocampo interactuan de forma reciproca en la memoria
episodica; actuan como directores para organizar y recuperar recuerdos, mientras
que el hipocampo es clave para su formacion. Estas dos regiones se conectan
directa e indirectamente (a través del talamo) y sincronizan su actividad,
especialmente en la codificacion y recuperacion de memorias episédicas, aunque
la corteza prefrontal también puede inhibir el hipocampo durante la recuperacion
de recuerdos, lo cual explica la formacién de memorias falsas (Okado y Stark,
2003; McNaughton y Vann, 2022).

El I6bulo parietal es importante para la memoria de trabajo, la memoria episddica
detallada y para integrar informacion de diferentes fuentes, actuando junto con el
hipocampo y otras areas cerebrales para formar un recuerdo coherente. Integra
la informacion sensorial y cognitiva para ayudar a comprender el entorno, lo cual

es fundamental para crear recuerdos detallados (Simons y col., 2022).



El fornix es una via clave de sustancia blanca que conecta el hipocampo con
estructuras diencefalicas y del prosencéfalo basal, transmitiendo informacién
esencial para la formacion y recuperacion de recuerdos episddicos y semanticos,
sirve como una via principal que conecta el hipocampo con otras estructuras del

sistema limbico, facilitando la recuperacion de la memoria (Benear y col., 2020).

1.3. Procesos moleculares en la consolidacion de la memoria

1.3.1. Sintesis de proteinas como requisito para la memoria

La consolidacion de la memoria de largo plazo depende de la activacién de
mecanismos moleculares que permiten transformar una sefial transitoria en
cambios sinapticos estables (Prado-Alcala y col., 2020). Entre estos procesos,

esta la sintesis de proteinas inducida por la experiencia (Soliani y col., 2024).

Diversos estudios han demostrado que la inhibicién farmacoldgica de la sintesis
de proteinas en el hipocampo impide la formacion de memorias duraderas, sin
afectar de manera significativa la memoria de corto plazo (Raven y col., 2021).
Esto sugiere que, mientras la memoria inmediata se sostiene principalmente por
modificaciones postraduccionales y cambios funcionales en receptores
sinapticos, la memoria de largo plazo requiere la generacidon de nuevas proteinas

que aseguren la reorganizacion estructural de la sinapsis (Huang y col., 2021).

En conjunto, la evidencia experimental indica que la sintesis de proteinas es
indispensable para convertir la activacion sinaptica en modificaciones
estructurales duraderas, como la formacion de nuevas espinas dendriticas, el
reforzamiento de conexiones existentes y la reorganizacion del citoesqueleto
neuronal (Montiel y col., 2025). Por lo tanto, la sintesis de proteinas inducida por
la experiencia representa un punto de convergencia entre la actividad neuronal y
los cambios moleculares que garantizan la consolidacion de la memoria de largo
plazo (Goto, 2022).



1.4. Papel de la via MAPK/ERK en la consolidacién de la memoria’

1.4.1. Organizacion general de la cascada Ras-Raf-MEK-ERK

La via de sefAalizacion MAPK/ERK (proteina cinasa activada por
mitégenos/cinasa regulada por senales extracelulares) es una cascada de
transduccion de sefales intracelulares altamente conservada entre especies, que
regula procesos fundamentales como la diferenciacion celular, el crecimiento, la
supervivencia y, en el sistema nervioso, la plasticidad sinaptica y la formacién de
memorias (Ng y col., 2024). Esta via se activa en respuesta a senales
extracelulares como factores neurotréficos, neurotransmisores o estimulacion
sinaptica intensa, y culmina con la activacion de factores de transcripcion que
inducen cambios en la expresion génica necesarios para la consolidacion de la

memoria a largo plazo (Gasco y col., 2020).

La via sefialada en la Figura 2 comienza con el factor neurotrofico derivado del
cerebro (BDNF), que desempefia un papel fundamental en la plasticidad
sinaptica, la memoria y el aprendizaje. Este proceso comienza con la liberacion
de BDNF desde la neurona presinaptica hacia el espacio extracelular, donde se
une a su receptor especifico TrkB localizado en la membrana de la neurona

postsinaptica.

Una vez que el BDNF se une a TrkB, comienza la activacion de Ras. La union de
ligandos a receptores tirosina-cinasa o receptores acoplados a proteinas G
desencadena el reclutamiento de proteinas adaptadoras como Grb2 y SOS.
Estas, a su vez, acttan como factores intercambiadores de nuclettidos de
guanina, promoviendo el intercambio de GDP por GTP en Ras. Ras, una GTPasa
que funciona como interruptor molecular, permite en su estado activo el
reclutamiento de Raf hacia la membrana celular. Este reclutamiento permite la
activacion de Raf, una cinasa de serina/treonina que constituye el primer proceso

de la cascada de sefnalizacion de las MAPKs (Mozarelli y col., 2024).

Seguido a ello, comienza la fosforilacion de MEK1/2, Raf fosforila y activa a

MEK1/2 (MAPK/ERK cinasa), una cinasa dual capaz de fosforilar residuos de
9



serina/treonina y tirosina para activar ERK1/2, MEK1/2 fosforila a ERK1/2, las
MAPKs efectivas de esta via, que una vez activadas pueden translocarse al
nucleo (Barbosa y col., 2021). Dentro del nucleo, ERK1/2 fosforila a factores de
transcripcion como CREB, Elk-1 y c-Fos, promoviendo la expresidn de genes

relacionados con plasticidad neuronal, como BDNF (Gasco y col., 2020).

Esto desencadena la sintesis de proteinas inducida por aprendizaje,
indispensable para la consolidacion de memorias de largo plazo. En términos
funcionales, esta cascada actua como un mecanismo de amplificacion y
traduccion de senales, transformando estimulos sinapticos transitorios en
cambios moleculares estables que aseguran la reorganizacién sinaptica
(Luboeinski y Tetzlaff, 2021).

-
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Figura 2. Via de sefializacion MAPK/ERK. Modificado de Eyileten y col., 2021.
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I.5. Inhibidor de la via MAPK/ERK (PD098059)
En modelos animales, especialmente en roedores, se ha demostrado que la

activacién de la via MAPK/ERK en el hipocampo es esencial para la consolidacion
de la memoria de largo plazo, pero no necesariamente para su adquisicion
inmediata (Gasco, 2020). Por ejemplo, la inhibicion farmacologica de ERK
mediante inhibidores especificos, como PD098059, bloquea la formacion de

memorias de largo plazo.

El compuesto PD098059 es un inhibidor sintético ampliamente utilizado en la
investigacion neurobiolégica para estudiar la funcidon de la via MAPK/ERK en
procesos de plasticidad sinaptica, aprendizaje y memoria. Su mecanismo de
accion consiste en la inhibicién selectiva y reversible de MEK1/2, enzimas que
fosforilan y activan ERK1/2. Al unirse al dominio inactivo de MEK1/2, PD098059
impide su activacion por Raf y, posteriormente, bloquea la sefalizaciéon hacia
ERK1/2, evitando asi la translocacién nuclear de ERK y la induccion de genes

asociados a la plasticidad neuronal (Sheng y col., 2010; Hassan y col., 2025).

Una caracteristica importante de este inhibidor es que no afecta directamente a
ERK1/2 ni a otros miembros de la familia MAPK, lo que le confiere especificidad
experimental. No obstante, su accion es reversible: una vez metabolizada la
molécula, MEK1/2 puede volver a activarse en presencia de estimulos sinapticos

o factores de crecimiento, restableciendo la funcién de la via (Sheng y col., 2010).

Gracias a estas propiedades, el PD098059 se ha consolidado como una
herramienta util para demostrar el papel esencial de la sefializacion ERK/MAPK
en la sintesis de proteinas inducida por aprendizaje, en la consolidacion de
memorias de largo plazo y en fendmenos de plasticidad sinaptica dependientes

del hipocampo (Hassan y col., 2025).
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HIPOTESIS

La consolidacién de la memoria aversiva en la tarea de evitacion inhibitoria
depende de la via de sefalizacién intracelular MAPK/ERK. Ante un estimulo de
intensidad moderada, ambas vias participan en la codificacion y el
almacenamiento de la memoria; sin embargo, frente a un estimulo aversivo alto
este efecto podria ser revertido debido a la activacion de mecanismos

moleculares adicionales.
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OBJETIVOS

lll.1. General

Evaluar el papel de la via MAPK/ERK en la consolidacion de la memoria en ratas
Wistar, mediante su inhibicion farmacoldgica con PD098059, en el hipocampo
dorsal durante la tarea de evitacion inhibitoria, bajo condiciones de aprendizaje

moderado e incrementado.

lll.2. Especificos

Determinar el efecto dosis-respuesta de la inhibicion de MAPK/ERK en el
hipocampo dorsal sobre la memoria de largo plazo en ratas entrenadas con
estimulaciéon moderada.

Evaluar si la inhibicién de MAPK/ERK altera la memoria de corto plazo en la tarea
de evitacion inhibitoria.

Analizar si la inhibicion de las MAPK induce dependencia de estado en la
retencion de la memoria.

Examinar el efecto de la inhibicion de MAPK/ERK sobre la consolidacion de la

memoria en ratas entrenadas con estimulacion incrementada.
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V.

METODOLOGIA

Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con los

lineamientos del Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la

Universidad Nacional Autbnoma de México (Proyecto 098.A) y de la Universidad

Auténoma de Querétaro para el uso de animales experimentales, acordes con la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 (2001) y las normas estipuladas en

la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio (Consejo Nacional de

Investigacion, 2011).

IV.1. Materiales
IV.1.1.Reactivos

IV.1.1.1. Cirugia estereotaxica

1) Pentobarbital sdédico (Aranda Laboratorios).
2) Atropina (Pisa).

3) Adrenalina (Pisa)

4) Xilocaina (Pisa).

5) Solucién salina (Pisa)

IV.1.1.2. Preparacion de farmacos y administracion

1) DMSO (Sigma-Aldrich).
2) PD098059 (Sigma-Aldrich).
3) Solucién salina (Pisa).

IV.1.1.3. Procesamiento de tejido

1) Pentobarbital sdédico (Aranda Laboratorios).
2) Formaldehido (J.T. Baker).

3) Solucién salina (Pisa).

4) Etanol absoluto (J.T. Baker).
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5) Etanol 96 % (Nieto Hermanos).

6) Acetato de violeta de cresilo (Sigma-Aldrich).

7) Permount (Fisher Scientific).

8) Xileno (J.T. Baker).

9) Acido acético glacial (Productos Quimicos Monterrey).

10) Agua desionizada.

IV.2. Método
IV.2.1.Sujetos

Se utilizaron Ratas Wistar machos de 250-350 g obtenidas del Bioterio del Instituto
de Neurobiologia, de la Universidad Nacional Auténoma de México. Se alojaron
en cajas individuales (45.5 cm x 25.1 cm x 19.5 cm) con agua y alimento ad libitum
(dieta para roedores, LabDiet), con un ciclo de luz y oscuridad de 12 horas
(encendiendo las luces a las 7:00 am) en el bioterio del laboratorio, con
condiciones controladas de temperatura (22 °C) y humedad (60.70%). Las
pruebas conductuales se llevaron a cabo durante la fase de luz entre las 9:00 am
y la 1:00 pm.

El agua de los bebederos y la comida se mantuvieron ad libitum. Asimismo, se
realizé la limpieza a las cajas de alojamiento dos veces a la semana. Fueron
etiquetadas con el nombre del experimentador responsable, el numero del sujeto
experimental, la fecha y el peso del sujeto al llegar al bioterio. Los sujetos se
identificaron con su numero experimental escrito en su cola con marcador
indeleble.

Las ratas fueron monitoreadas diariamente con el fin de identificar oportunamente
cualquier signo de sufrimiento externo. Los criterios de evaluacion incluyeron la
pérdida o ganancia anormal de peso corporal, la presencia de sintomas de
enfermedad (como letargo, falta de respuesta a estimulos, dificultad respiratoria,
alteraciones en la marcha o pelaje erizado) y cambios fisioldgicos evidentes (por
ejemplo, secreciones, deshidratacion o posturas anormales). En caso de que un
animal presentara uno o mas de estos indicadores de manera sostenida o

progresiva, seria considerado en estado de sufrimiento. Para evitar un deterioro
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mayor en su bienestar, dichos animales fueron sometidos a eutanasia humanitaria
mediante la administracion de una sobredosis de pentobarbital sdédico,
procedimiento reconocido y aprobado por las normas internacionales de bienestar
animal. Este protocolo busca garantizar que, en todo momento, se priorice el

bienestar de los animales y se minimice el dolor y el sufrimiento innecesario.

IV.2.2.Cirugia estereotaxica

Las ratas utilizadas para la cirugia fueron pesadas previamente para calcular la
dosis de pentobarbital soédico (50 mg/kg i.p.). Las ratas, al presentar el plano
anestésico adecuado para comenzar la cirugia, fueron marcadas con el numero
de rata correspondiente y se les inyect6 atropina (0.4 mg/kg i.p.) para evitar la

broncoaspiracion. Posteriormente, se rasuro la parte superior de la cabeza.

Las cirugias se realizaron utilizando aparatos estereotaxicos (Stoelting Co., IL).
En el area rasurada se le inyecto lidocaina (100 mL, Pisacaina 2%), se hizo una
pequefia incision (1.5 cm aprox.) con bisturi, y se limpié todo el tejido hasta que
se visualizo el craneo y fue visible bregma. Con ayuda de dos pinzas, se mantuvo
el tejido abierto para disponer de un mayor campo de trabajo. Posteriormente,
sobre el tejido expuesto se colocd una dosis de adrenalina (un par de gotas) para

detener el sangrado por su capacidad vasoconstrictora.

Dos canulas de acero inoxidable de calibre 23 y 10 mm de longitud fueron
implantadas, una en cada hemisferio, en el hipocampo dorsal. Basandonos en el
atlas de Paxinos y Watson (2007), las coordenadas fueron: anteroposterior (AP),
-3.8 mm desde bregma; mediolateral (ML), 2.7 mm desde la linea media;
dorsoventral (DV), -2.7 mm desde la superficie del craneo. Una vez colocadas las
canulas, se aseguraron al craneo mediante acrilico dental a un tornillo de anclaje.
Finalmente, se les colocd un estilete de la misma longitud que las canulas, para
evitar que se tapen. Las pruebas conductuales comenzaron 7 dias después para

garantizar su recuperacion postquirurgica.
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IV.2.3.Manipulacién

La manipulacion se inici6 dos dias después de la cirugia y se realizaron tres
sesiones de 5 minutos cada una durante tres dias seguidos. Este paso consistio
en poner sobre las piernas del experimentador una toalla blanca y, sobre ella,
poner la rata y sujetarla cuidadosamente para manejarla con ambas manos
(usando guantes). Al mismo tiempo, se verificd que las canulas estuvieran libres
de obstrucciones y se registro el estado de salud, registrando el peso y
observando las condiciones fisicas. Un dia antes del entrenamiento, se realizd
una simulacién de la administracion intracerebral utilizando inyectores falsos, que
sobresalian 1 mm de la punta de la canula. Este procedimiento se realiz6é para
que la introduccion del inyector no fuera una variable que interfiriera con el
entrenamiento, ya que induce una leve lesién; ademas, la rata se familiariza con
el ruido de la bomba de infusidon que duré un minuto y un minuto mas de espera

hasta que el procedimiento terminara.

IV.2.4.Preparacién de farmacos y administracion

El inhibidor PD098059 se disolvié en DMSO al 40% y se agrego solucion salina,
preparando asi las dosis de 2 ug/uL, 4 pg/uL y 8 pg/uL. Por lo tanto, el vehiculo
fue preparado con solucién salinay DMSO al 40%.

La administracion bilateral del inhibidor y del vehiculo en el hipocampo dorsal se
realiz6 15 minutos antes del entrenamiento. Se insertaron inyectores que
sobresalen 1 mm de la punta de la canula y se infundié un volumen de 0.5 pL por
hemisferio a una velocidad de 0.5 yL/min mediante una bomba de microinfusion
automatica (WPI, modelo 220i). Los inyectores permanecieron colocados durante

60 segundos adicionales para garantizar la adecuada difusién del farmaco.

IV.2.5. Entrenamiento

El entrenamiento y la prueba de retencion se llevaron a cabo en una camara de

condicionamiento disefada especificamente para estudiar el aprendizaje de
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evitacion inhibitoria. La camara de evitacion inhibitoria (El) esta compuesta por
dos compartimentos del mismo tamafo (30 cm x 30 cm x 30 cm) separados por
una puerta deslizante (tipo guillotina). El compartimento iluminado, llamado de
seguridad, esta iluminado por un foco de 10 watts colocado en la tapa del
compartimento y tiene una rejilla en el piso. El compartimento oscuro, llamado de
castigo, de 30 cm de longitud, es oscuro y sus paredes laterales son placas de
acero inoxidable tienen forma de V, las cuales llegan al piso del compartimento,
estando separadas en este lugar por una distancia de 1.5 cm (justo a la mitad del
compartimento) (Fig. 3). A través de estas placas se administro la estimulacion
aversiva (choque eléctrico de 1.0 0 3.0 mA) pues estan conectadas a una unidad
de corriente constante (Grass Instruments Co., modelo CCU-1A, EEUU), en serie
con un estimulador que genera pulsos cuadrados (Grass Instruments Co., modelo
S-48, EE. UU.). La camara de condicionamiento se ubica en un cuarto

sonoamortiguado y oscuro provisto de ruido blanco de fondo.

El entrenamiento se realizé 15 minutos después de las inyecciones del farmaco.
Se coloco al sujeto en el compartimento de seguridad y 10 segundos después se
abrié la puerta que lo separa del compartimento de castigo. La puerta se cerro
una vez que la rata pas6 con las cuatro patas al compartimento de castigo,
midiéndose la latencia de entrada; es decir, el tiempo en segundos en que la rata
tardo6 en cruzar al compartimento de castigo; en seguida se administré un choque
eléctrico constante de 1.0 mA o 3 mA (segun el grupo experimental) durante 10
segundos. En el segundo 5, se abrio la puerta para que la rata escapara y asi se
midio la latencia de escape; es decir, el tiempo, en segundos, que la rata tardé en
pasar del compartimento de castigo al de seguridad, donde permanecié 30

segundos antes de ser regresada a su caja-habitacion.
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Figura 3. Camara de evitacion inhibitoria. A. Compartimento de seguridad

(iluminado). B. Compartimento de castigo (oscuro). C. Estimulador.

IV.2.6.Prueba de retenciéon

La prueba de retencién se llevo a cabo 24 horas después del entrenamiento. El
procedimiento seguido en la sesiéon de retencion fue similar al descrito para la
sesidon de entrenamiento, excepto que no se administré el choque eléctrico. Se
registro el tiempo transcurrido entre la apertura de la puerta y el momento en que
la rata entré por completo al compartimento de castigo (latencia de retencién). Se
dio por terminada esta sesion una vez que la rata pas6 al compartimento de
castigo o que transcurrieron 600 segundos. Finalizada esta prueba, se retird la

rata y se guardd en su caja-habitacion.

IV.2.7.Verificacion de colocaciéon de canulas

Los sujetos fueron sacrificados 24 horas después de la prueba de retencién
mediante una sobredosis de pentobarbital soédico y se perfundié por via
intracardiaca con solucion salina isotonica, seguida de formaldehido al 4%. Se
extrajo el cerebro y se colocé en un frasco con formaldehido al 4% durante al
menos 5 dias. Pasado este tiempo, los cerebros fueron colocados en un porta
cerebros con ayuda del fijador Tissue Tek. Se dejaron en un criostato (LEICA
CM1850) a una temperatura de -20°C para mantenerlos en congelacion y de este
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modo poder realizar cortes coronales de 50 micras de grosor. Se recolectaron
cortes de la zona del hipocampo donde estaban implantadas las canulas y se
colocaron en portaobjetos gelatinizados con sulfato de cromo y potasio.

Los tejidos fueron tefiidos usando la técnica de tincion de Nissl, haciendo uso de
cristal violeta, etanol al 50%, 70%, 90% y 100%, xileno y permount, siguiendo la
metodologia de Paul y col. (2008). Se verifico la posicién de la punta de los
inyectores observando las laminillas a través de un microscopio (Leica S6E L12,
Alemania). Aquellos animales que mostraron los inyectores fuera de la zona del

hipocampo dorsal fueron excluidos del analisis estadistico.

IV.2.8.Desecho de residuos peligrosos

La recoleccidon y segregacion de los residuos biolégico-infecciosos generados,
incluidos cadaveres, material de curacién, desechables, absorbentes y objetos
punzocortantes, se llevo a cabo conforme a lo establecido en la Norma Oficial
Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 (2003). La disposicion final de
dichos residuos fue realizada por el Laboratorio Universitario de Bioterio del

Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

IV.2.9. Analisis estadistico

Los datos conductuales obtenidos fueron analizados mediante pruebas no
paramétricas, dado que no cumplen con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianza, debido al corte arbitrario de 600 segundos en la
prueba de retencion. Para comparar diferencias entre multiples grupos se utilizé
la prueba de Kruskal-Wallis. En los casos en que se detectaron diferencias
significativas, se aplicé la prueba U de Mann-Whitney para comparar pares de
grupos. Asimismo, para evaluar diferencias dentro de un mismo grupo en distintas

fases de la tarea, se empled la prueba de rangos de Wilcoxon.

Los resultados se expresan como medianas  error rangos intercuartiles,

considerando un nivel de significancia < 0.05.
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IV.3. Disefho experimental

En la primera fase se realizé una curva dosis-respuesta del inhibidor de la via
MAPK/ERK (PD098059) con el fin de determinar la dosis que produjera un efecto
sobre la memoria de largo plazo bajo condiciones de aprendizaje moderado. Para
ello se administro, bilateralmente vehiculo (DMSO al 40% en solucién salina) o
PD098059 en dosis de 2.0, 4.0 y 8.0 ug/0.5 uL (Cuadro 1). La administraciéon se
realizé 15 minutos antes del entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria (El)
con un choque eléctrico de 1.0 mA. Durante el entrenamiento se registraron la
latencia de adquisicién y la de escape. En la prueba de retencion, 24 horas

después del entrenamiento, se registro la latencia de retencion.

Cuadro 1. Disefio para evaluar curva dosis respuesta

Tratamiento n minima
2.0 yg /0.5 yL PD098059 6
4.0 yg / 0.5 yL PD098059 6
8.0 ug /0.5 yL PD098059 6
Vehiculo (VEH) 6

En la segunda fase experimental se evalu6é la memoria a corto plazo. Grupos
independientes de ratas recibieron, 15 minutos antes del entrenamiento, el
vehiculo o la dosis de PD098059 4.0 ug que produjo un efecto amnésico en la
primera fase. Los animales fueron entrenados en la tarea de El con una intensidad
de 1.0 mA y se registraron las latencias de adquisicién y escape. En cada grupo,
la retencidén de la memoria se evalud a los 30 minutos y a las 24 horas después
del entrenamiento, con el fin de contrastar los efectos sobre la memoria de corto

y de largo plazo. El disefio de grupos se resume en el Cuadro 2.
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Cuadro 2.Disefo para evaluar memoria de corto plazo

Tratamiento Prueba de retencion n minima
4.0pug /0.5 L 30 min y 24 h después 6
PD098059 del entrenamiento.
Vehiculo (VEH) 30 min y 24 h después 6
del entrenamiento.

La tercera fase experimental se realizé para determinar si el tratamiento induce
dependencia de estado. Grupos independientes de ratas recibieron vehiculo o
PD098059 (4.0 ug) tanto 15 min antes del entrenamiento como 15 min antes de
la prueba de retencién. El entrenamiento se llevé a cabo con un choque de 1.0
mA y la prueba de retencion se evaludé 24 horas después. El analisis de la
dependencia de estado se basa en comparar si la memoria se preservaba
unicamente cuando el estado farmacoldgico coincidia tanto en el entrenamiento

como en la prueba. El disefio de grupos se resume en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Diseno para evaluar dependencia de estado

Tratamiento Tratamiento n minima
4.0pug /0.5 L 15 min antes del 6
PD098059 entrenamiento y 15 min
antes de la prueba de
retencion.
Vehiculo (VEH) 15 min antes del 6

entrenamiento y 15 min
antes de la prueba de

retencion.

Finalmente, en la cuarta fase experimental se evalud el efecto de la inhibicion de
MAPK/ERK bajo condiciones de aprendizaje incrementado, utilizando un choque
de 3.0 mA durante el entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria. En esta

fase, se administré6 vehiculo o 4.0 pg de PD098059, 15 minutos antes del
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entrenamiento. La memoria se evalu6 a las 24 horas. El propdsito de esta fase es
determinar si un estimulo aversivo mas intenso puede preservar la memoria aun
cuando la via MAPK/ERK esta inhibida. Se ha demostrado ampliamente que la
administracion de una gran variedad de agentes amnésicos no produce
deficiencias en la memoria cuando los sujetos son sometidos a un aprendizaje
incrementado (Prado-Alcala et al., 2012). El disefio de grupos se resume en el
Cuadro 4.

Cuadro 4. Diseno para evaluar entrenamiento intenso

Tratamiento Intensidad n minima
4.0 ug /0.5 uL PD098059 3.0 mA 6
Vehiculo (VEH) 3.0 mA 6
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V.

Resultados

V.1. Verificacion histologica de la localizacién de los microinyectores

Se realiz6 el analisis histolégico de los cortes coronales (50 um) de todos los
sujetos estudiados para confirmar la localizacion de las puntas de los
microinyectores en el hipocampo dorsal. Como se muestra en la Figura 4, la
tincion de Nissl permitié identificar el rastro de las canulas y el sitio preciso de la

infusion.

En la Figura 5 se muestran los sitios de inyeccidn correspondientes a los distintos
grupos experimentales. Las puntas se localizaron dentro de las regiones del
hipocampo dorsal, con una distribucién bilateral adecuada. Los animales cuyos
microinyectores se encontraron fuera de esta region fueron excluidos del analisis

estadistico. El numero final de sujetos incluidos fue de n = 84.

Figura 4. Corte coronal y representativo del hipocampo dorsal. Se puede
observar la trayectoria de una canula con las puntas de los microinyectores.
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Figura 5. Posicionamiento de puntas de los microinyectores en el hipocampo
dorsal. Coordenadas en milimetros desde bregma. Modificado de Atlas de
Parxinos y Watson, 2007. n= 84

V.2. Curva dosis-respuesta del inhibidor PD098059
En la Figura 6 se muestran las medianas de las latencias registradas durante la
obtencion de la curva dosis-respuesta por la administracion intracerebral de

PD098059 en el hipocampo dorsal.

Durante la fase de adquisicion (Figura 6A), no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos tratados con vehiculo o con
PD098059 en ninguna de las dosis evaluadas (H(4) = 5.333, p = 0.1490), lo que
indica que la inhibicion de la via MAPK/ERK no afectd el desempeno inicial ni la
exploracion de la tarea. De manera similar, la latencia de escape (Figura 6B) no
mostré diferencias significativas entre los grupos (H(4) = 0.3535, p = 0.9497), lo

que sugiere que el tratamiento no alter6 la respuesta motora ni la sensibilidad al
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estimulo aversivo.

Sin embargo, el analisis de la latencia de retencion a las 24 horas (Figura 6C)
revelo diferencias significativas entre los grupos (H(4) = 9.011, p = 0.0291). El
analisis post hoc mediante la prueba de Mann-Whitney mostré que los grupos
tratados con 4.0 uyg y 8.0 uyg de PD098059 presentaron una disminucion
significativa de la latencia de retencion en comparaciéon con el grupo vehiculo
(VEH vs. 4.0 ug: U =9, p =0.0048; VEH vs. 8.0 ug: U = 13.50, p = 0.0090). EI
grupo tratado con 2.0 pg mostré una latencia de retencion que no alcanzoé
significancia estadistica (U = 18, p = 0.0625).

No se encontraron diferencias significativas entre las distintas dosis del inhibidor.

En conjunto, estos resultados indican que la inhibicion de la via MAPK/ERK en el
hipocampo dorsal deteriora la consolidacion de la memoria de largo plazo de

manera dosis-dependiente, sin afectar la adquisicion ni la ejecucién motora de la

tarea.
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Figura 6. Efecto dosis-respuesta del inhibidor PD098059 en la tarea de evitacion
inhibitoria. A) Latencia de adquisicion, B) Latencia de escape, C) Latencia de
retencion a las 24 h. Las barras muestran la mediana y las lineas sobre ellas el
rango intercuartilico. ** p <0.01, *p <0.05. VEH,n=9;2ug,n=7;4 ug,n=7y
8 ug, n =8.

V.3. Efecto de la inhibicion sobre la memoria de corto plazo

La Figura 7 muestra las latencias registradas para evaluar el efecto del inhibidor
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sobre la memoria a corto plazo. No se observaron diferencias significativas entre
el grupo vehiculo y el grupo tratado con 4.0 ug de PD098059 en la latencia de
adquisicién (Figura 7A; U =17, p = 0.2319) ni en la latencia de escape (Figura 7B,;
U = 26.50, p = 0.8909).

En la evaluacion de la retencion a los 30 minutos (Figura 7C), ambos grupos
mostraron latencias similares, sin diferencias estadisticamente significativas (U =
27,p =0.4667), lo que indica que la inhibicion de MAPK/ERK no afecta la memoria
a corto plazo. Sin embargo, en la prueba de retencion a las 24 horas, el grupo
tratado con 4.0 ug presentd una reduccion significativa de la latencia de retencion

en comparacion con el grupo vehiculo (U =1, p = 0.0003).

El analisis intra-grupo mediante la prueba de Wilcoxon mostré que el grupo
vehiculo no presentd diferencias entre las latencias a 30 minutos y 24 horas (p =
0.500), mientras que el grupo tratado con PD098059 si mostré una disminucién
significativa en la retencion a las 24 horas respecto a los 30 minutos (p = 0.0078).
Estos resultados sugieren que la inhibicion de la via MAPK/ERK afecta
selectivamente la memoria de largo plazo, sin comprometer la retencion
temprana.
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Figura 7. Efecto de la inhibicion de MAPK/ERK sobre la memoria de corto plazo.
A) Latencia de adquisicion, B) Latencia de escape, C) Latencia de retencién a
los 30 min y 24 h. Las barras muestran la mediana y las lineas sobre ellas el +

rango intercuartilico. ** p <0.01. VEH, n=7; 4 ug, n = 8.
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V.4. Analisis de la dependencia de estado

La Figura 8 muestra las medianas de las latencias obtenidas durante la evaluacién
de la dependencia de estado farmacologico. No se observaron diferencias
significativas entre los grupos en la latencia de adquisicién (Figura 8A; U = 40, p
= 0.500) ni en la latencia de escape (Figura 8B; U = 28.50, p = 0.1622).

En la latencia de retencion a las 24 horas (Figura 8C) se observaron diferencias
significativas entre los grupos tratados con vehiculo o con PD098059 (U =15, p =
0.0095). Estos resultados indican que el efecto amnésico observado no depende
del estado farmacoldégico, lo que sugiere que la inhibicion de MAPK/ERK afecta

procesos de consolidacién de la memoria.
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Figura 8. Evaluacion de la dependencia de estado inducida por la inhibicion de
MAPK/ERK. A) Latencia de adquisicion, B) Latencia de escape, C) Latencia de
retencion a las 24 h. Las barras muestran la mediana y las lineas sobre ellas el +

rango intercuartilico. * p < 0.05. VEH, n = 8; 4 ug, n = 10.

V.5. Efecto de un estimulo aversivo de alta intensidad
En la Figura 9 se presentan las latencias registradas durante el entrenamiento con
un estimulo aversivo de mayor intensidad (3.0 mA). No se observaron diferencias

significativas entre los grupos en la latencia de adquisicién (Figura 9A; U = 30, p
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= 0.0688) ni en la latencia de escape (Figura 9B; U = 43.50, p = 0.3222).

De igual manera, la latencia de retencion a las 24 horas (Figura 9C) no mostré
diferencias significativas entre los grupos (U = 42, p = 0.1865). Estos resultados
sugieren que un estimulo aversivo de mayor intensidad es suficiente para
preservar la memoria a largo plazo, aun cuando la via MAPK/ERK en el

hipocampo dorsal se encuentra inhibida.
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Figura 9. Efecto de la inhibicion de MAPK/ERK sobre la memoria bajo
entrenamiento aversivo intenso (3.0 mA). A) Latencia de adquisicion, B) Latencia
de escape, C) Latencia de retencion a las 24 h. Las barras muestran la mediana

y las lineas sobre ellas el + rango. VEH, n =10; 4 ug, n = 10.
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VI.

DISCUSION
El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el papel de la via de sefalizacidon
MAPK/ERK en el hipocampo dorsal durante la consolidacién de la memoria en la
tarea de evitacion inhibitoria, utilizando magnitudes moderadas e intensas del
estimulo aversivo durante el entrenamiento. En conjunto, los resultados
demuestran que la inhibicién farmacoldégica de esta via mediante PD098059
interfirié con la consolidacion de la memoria de largo plazo cuando las ratas fueron
entrenadas con 1.0 mA de choque eléctrico y no fue asi con 3.0 mA, sin afectar
la adquisicion, la ejecucion motora ni la memoria de corto plazo, lo que apoya un
papel importante de MAPK/ERK en los procesos moleculares de la consolidacion

asociados a condiciones estandar de entrenamiento (Ng y col., 2024).

Confirmar la localizacién de los tractos dejados por los microinyectores en el
hipocampo dorsal es un proceso esencial, ya que permite descartar que los
efectos conductuales observados se deban a la inhibicidn de regiones cerebrales
distintas de la regidon objetivo. Al tener un esquema representativo mediante
verificacion histolégica (Figuras 4 y 5), se garantiza que los cambios en la
memoria sean unicamente debidos a la inhibicién farmacolégica realizada en el
hipocampo dorsal y no a la modulacién de otras regiones cerebrales (Gomez y
col., 2023). Este procedimiento refuerza la validez del estudio al asegurar que
unicamente se analicen los sujetos cuya inyeccion alcanzé dicha region, lo que
reduce la variabilidad experimental y aumenta la confiabilidad de la relacion entre
la inhibicion de la via MAPK/ERK en el hipocampo dorsal y los efectos observados
sobre la consolidacion de la memoria. Asimismo, este enfoque coincide con
evidencia previa que senala al hipocampo dorsal como una estructura clave en el
procesamiento de la memoria contextual y aversiva, particularmente en tareas
dependientes del contexto, como el condicionamiento de miedo y la evitacion
inhibitoria (Wang y col., 2020). Estudios recientes continuan respaldando esta
especializacion funcional del hipocampo dorsal dentro del eje dorsoventral,
destacando su participacion critica en la formacion y estabilizacion de memorias

contextuales de largo plazo (Jimenez y col., 2020; Ludwig y col., 2026).

La ausencia de diferencias significativas en las fases de adquisicion y escape en
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todas las pruebas sugiere que la inhibicion de la via MAPK/ERK en el hipocampo
dorsal no altera funciones motoras, sensoriales o motivacionales, lo que indica
que los efectos observados en el rendimiento no son atribuibles a un déficit en la
ejecucion de la tarea ni a una percepcion alterada del estimulo aversivo. Se
observa que las diferencias se dan unicamente en la retencién a las 24 horas y
esto respalda que es un déficit asociado especificamente a los procesos de
consolidacion de la memoria a largo plazo, ya que la consolidacion es el proceso
por el cual una memoria se estabiliza para formar recuerdos persistentes, y se ha
demostrado que la via ERK/MAPK es crucial para este proceso (Barbosa y col.,
2021; Soliani y col., 2024).

En la evaluacion de la curva dosis-respuesta se observd que las dosis de 4.0 y
8.0 ug redujeron significativamente la latencia de retencién a las 24 horas (Figura
6C), mientras que 2.0 pg solo mostrd una tendencia. Esto sugiere la existencia de
un umbral de activacion de la via MAPK/ERK necesario para que la inhibicién
alcance un nivel suficiente y produzca efectos conductuales significativos, lo cual
es consistente con los perfiles dosis-respuesta observados cuando se adaptan
rutas intracelulares (Costa y col., 2020). Ademas, la seleccién de la dosis de 4.0
Mg facilita la selectividad farmacologica, ya que dosis mas elevadas pueden
conducir a una falta de especificidad, saturacién de blancos y efectos fuera de
objetivo que confundirian la interpretacion (Thomas y Huganir, 2021). Estos
resultados coinciden con la literatura que describe la via MAPK/ERK como un
nodo central en cascadas de sefalizacion que conducen a la sintesis de proteinas
dependiente de actividad, necesarias para la plasticidad sinaptica y la formacién
de memoria duradera, incluidas la fosforilacién de factores de transcripcion como
c-fos, CREB y Elk-1, la espinogénesis y otros procesos estructurales (Alonso y
col., 2021; Runge y col., 2020).

Al determinar que la inhibicion de la via MAPK/ERK no afecta la memoria de corto
plazo, se indican dos puntos: el primero es que las ratas fueron capaces de
aprender la tarea y evocar la respuesta aprendida, lo que indica que los efectos
encontrados se debieron a la interferencia en la consolidaciéon de la memoria v,

por lo tanto, no hay memoria de largo plazo. El segundo punto es que se ha
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reportado que la memoria de corto plazo no requiere sintesis de proteinas y que
el estudio de esta via esta directamente relacionado con estos mecanismos; por
lo tanto, la retencion evaluada a los 30 minutos permanece intacta, mientras que
se encontro un deterioro significativo en la memoria a las 24 horas (Figura 7C).
Esto indica que la adquisicién inicial del aprendizaje y de la retencion temprana
pueden sostenerse mediante modificaciones sinapticas transitorias,
independientes de la activacion transcripcional, mientras que la memoria de largo
plazo depende de procesos de consolidacion que requieren la sintesis de nuevas

proteinas (Reyes y col., 2021; Barbosa y col., 2021).

La dependencia de estado se refiere al fendmeno por el cual la recuperacion de
la memoria es mas eficiente cuando el estado fisioldgico o farmacolégico durante
la evocacion coincide con el estado fisiolégico presente durante el aprendizaje, lo
que puede confundir la interpretacion de los déficits cuando se emplean
manipulaciones farmacologicas intracerebrales (Wang y col., 2023). Por esta
razon, fue importante evaluar la dependencia de estado farmacolégico replicando
la administracién del inhibidor durante la prueba de memoria, con el objetivo de
determinar si el desempefio observado dependia del estado inducido por la
microinyeccion y no por un déficit real en la memoria. En este trabajo se encontro
que el inhibidor no generé dependencia de estado (Figura 8C); por lo que
nuevamente fortalece que la inhibicion de la via MAPK/ERK interfiere con
mecanismos que estabilizan la memoria, y no con la capacidad del animal para

acceder a la informacion previamente adquirida (Ludwig y col., 2026).

Una aportacion importante de esta tesis fue determinar si la inhibicién de una
proteina cinasa, podria inducir amnesia ante un aprendizaje incrementado. Se ha
reportado ampliamente que el aprendizaje incrementado protege a la memoria
ante tratamientos farmacoldgicos que inducen amnesia, asi como de lesiones
reversibles e irreversibles de estructuras relacionadas con la consolidacion de la
memoria (Salado-Castillo y col., 2011; Prado-Alcala y col., 2012; Torres-Garcia y
col., 2017; Martinez-Degollado y col., 2024). Los resultados en este trabajo
mostraron que el aprendizaje incrementado protegié la memoria ante la inhibicién

de la via MAPK/ERK (Figura 9C), por lo tanto, se demuestra que este no es un
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mecanismo importante para la formacién de la memoria ante este tipo de
aprendizaje. Esto permite sugerir que este tipo de experiencia es capaz de activar
vias moleculares alternas que compensan la interrupcion de dicha cascada

(Roozendaal y col., 2022; Martinez-Degollado y col., 2024).

Por ejemplo, se ha propuesto que en la experiencia de aprendizaje se ve reflejada
la entrada masiva de Ca?* durante un estimulo aversivo intenso y puede activar
cinasas dependientes de calcio como CaMKIl y CaMKIV, las cuales son
fundamentales para la activacion de CREB de manera parcialmente
independiente de la via MAPK/ERK. Estudios recientes han demostrado que la
actividad de CaMKIl en el hipocampo es critica para la consolidacion normal de
las memorias y puede sostener cambios plasticos duraderos incluso cuando otras
cascadas de sefializacion estan inhibidas, lo que sugiere que esta via podria
contribuir a compensar la inhibicién de ERK bajo condiciones de alta intensidad

aversiva (Montiel y col., 2025), lo cual aun no se ha demostrado.

Adicionalmente, se propone que la activacion de la via AMPc/PKA constituye un
mecanismo alternativo en experiencias altamente emocionales. La liberacion de
neuromoduladores como la noradrenalina y la dopamina, inducida por estimulos
aversivos intensos, incrementa los niveles de AMPc y activa la proteina cinasa A
(PKA). Esta, a su vez, puede fosforilar directamente al factor de transcripcién
CREB, promoviendo la expresion de genes asociados con la consolidacion de la
memoria. De esta manera, la via PKA/CREB puede actuar en paralelo a
MAPK/ERK, participando a nivel transcripcional y facilitando la estabilizacién
incluso cuando la senalizacion de ERK se encuentra parcialmente bloqueada
(Montiel y col., 2025; Shuang y col., 2025).

Otro mecanismo importante que podria contribuir a la resistencia al efecto
amnésico es la activacion de la via mTOR, que regula la traduccion local de
proteinas en las dendritas y es esencial para la consolidacion sinaptica. Durante
un estimulo aversivo intenso, sefiales dependientes de BDNF, Akt y Ca?* pueden
activar mTOR, promoviendo la sintesis proteica necesaria para la estabilizacion

estructural de las sinapsis (Autry y col., 2020). Diversos estudios han sefialado
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que la via mTOR funciona como una ruta paralela clave para la consolidacién de
la memoria a largo plazo, lo que sugiere que su activacion podria permitir la
formacion de memoria aun cuando la via MAPK/ERK esté inhibida (Shuang y col.,

2025), aunque esto aun no se ha demostrado.

Asimismo, la participacion de la amigdala constituye un componente fundamental
en la modulacion emocional de la memoria. La activacion intensa de la amigdala
ante estimulos altamente aversivos puede potenciar la consolidacion de la
memoria mediante la liberacion de catecolaminas y la activacion de multiples
cascadas de sefializacion intracelular, tanto en la amigdala como en el hipocampo
(Ruiz-Loépez y col., 2021). Se ha hipotetizado que esta interaccion amigdala-
hipocampo fortalece la memoria emocional mediante mecanismos que no
dependen exclusivamente de la sefalizacion de ERK en el hipocampo dorsal
(Coheny col., 2022).

Ademas, la activacién del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal durante experiencias
aversivas intensas incrementa los niveles de glucocorticoides, como la
corticosterona, los cuales actuan sobre receptores glucocorticoides en el
hipocampo y otras regiones cerebrales (Herman y col., 2020). La activacion de
estos receptores puede reclutar multiples vias de sefalizacién, incluyendo
CaMKIl, BDNF, CREB, Akt y ERK, facilitando procesos transcripcionales y de
plasticidad sinaptica que favorecen la consolidacion de memorias emocionales
intensas. En este contexto, los glucocorticoides pueden contribuir a la resistencia
de la memoria frente a la inhibicion farmacoldgica de una sola via, al promover la
activacién coordinada de multiples cascadas moleculares (Herman y col, 2020;
Alonso y col., 2021).

Estos mecanismos sugieren que la consolidacion de la memoria aversiva no
depende exclusivamente de una unica via de sefializacién, sino que involucra una
red de cascadas moleculares. Bajo condiciones de aprendizaje moderado, la via
MAPK/ERK parece ser critica y no facilmente compensable; sin embargo, bajo
condiciones de alta intensidad aversiva, la activacién simultanea de multiples

sistemas puede permitir la consolidacion aun cuando ERK esté inhibida. Esta
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propuesta es consistente con trabajos recientes que proponen que la intensidad
emocional determina el grado de reclutamiento de vias moleculares y regiones
cerebrales adicionales durante la consolidacion de la memoria (Ludwig y col,
2026; Ramos y col., 2022).

Por otro lado, lo que si se sabe que induce un aprendizaje incrementado es que
hay una liberacion masiva de corticosterona en las ratas (Gonzalez Franco y col.,
2017); que en el estriado dorsal induce un aumento de espinogénesis, en especial
de espinas tipo hongo relacionadas con la memoria (Bello-Medina y col., 2016);
que hay un aumento de proteinas c-Fos en la amigdala basal (Ruiz-Lopez y col.,
2021) y de Arc en el estriado ventral (Gonzalez Franco y col., 2017). Ademas, se
ha demostrado que la administracion intracerebral (Gonzalez Franco y col., 2019;
Medina y col., 2019) o sistémica (Diaz-Trujillo y col., 2009; Prado-Alcala y col.,
2020) de inhibidores de la sintesis de sintesis de proteinas no induce amnesia
cuando las ratas son sometidas a un aprendizaje incrementado, lo cual ha llevado
a postular que los mecanismos neurobioldgicos relacionados con la formacién de
la memoria de este tipo de aprendizaje son independientes de mecanismos
gendmicos, por lo que los resultados de esta tesis demuestran que la via de
sefalizacion MAPK/ERK, estrechamente relacionada con mecanismos
genomicos, no participa en los procesos que conducen a la formacién de la

memoria derivada de un aprendizaje intensificado.
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VII.

CONCLUSION
Los resultados de este estudio indican que la via de sefalizacion MAPK/ERK en
el hipocampo dorsal participa de manera importante en la consolidacion de la
memoria aversiva. La inhibicién de esta via deterioré la memoria de largo plazo
cuando el aprendizaje se realizé con una intensidad moderada del estimulo, sin
afectar la adquisicién ni la memoria de corto plazo, lo que sugiere que su funcién
se relaciona especificamente con los procesos de consolidacion. Asimismo, la
ausencia de efecto con una mayor intensidad aversiva sugiere la posible
participacion de mecanismos moleculares alternativos que compensan la
inhibicion de MAPK/ERK. En conjunto, estos hallazgos contribuyen a comprender
mejor los mecanismos moleculares implicados en la formacion y consolidacion de

la memoria.
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