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RESUMEN

La memoria es el almacenamiento de la informacion derivada de las experiencias de
aprendizaje. Para que ocurra un almacén estable, de largo plazo, debe transcurrir un tiempo
o periodo de consolidacion; lapso critico, durante el cual la memoria es susceptible a las
interferencias.

Durante la consolidacidén, una cascada de eventos moleculares desencadenan
cambios en la expresion de genes, que se han asociado con el crecimiento (o poda) de
conexiones sindpticas y cambios en la eficiencia sindptica de largo plazo. En el hipocampo,
se han identificado genes, cuya expresion se modifica después de la experiencia de
aprendizaje. Sin embargo, se desconoce cudles genes son relevantes en otras estructuras
que también participan en los procesos de memoria, como el neoestriado, cuya
participacion ha sido estudiada de manera exhaustiva.

Con base en las evidencias anteriores, nos propusimos analizar en el neoestriado la
coleccion de genes involucrados en la consolidacion de la memoria. Para ello, se empled la
tecnologia de microarreglos y se implementé una tarea robusta de aprendizaje de un
ensayo, que permitiera una condicion control en la que los animales recibieran estimulos
sensoriales similares, pero que no aprendieran la tarea. Se identificaron trece genes, los
cuales codifican factores de transcripcion, moléculas de sefalizacidén intracelular, una
metaloproteinasa de la matriz, enzimas del metabolismo, y una proteina con posible funcién

hormonal.



1. INTRODUCCION

A lo largo del proceso evolutivo, los organismos del reino animal han desarrollado
mecanismos funcionales que permiten el mantenimiento adecuado de la homeostasis, y han
mejorado tanto las capacidades para detectar las fuentes que suministran nutrimentos, como
a los depredadores de los que tienen que huir. Estos organismos poseen una capacidad
reproductiva eficaz que permite la conservacion de las especies. Ademas de contar con esta
capacidad, en gran parte de los individuos del reino animal hubo dos avances evolutivos
importantes que les ha ayudado a adaptarse mejor a su medio: el aprendizaje y la memoria.

La ubicacion de la memoria (el almacén de informacion derivada de la experiencia)
en el cerebro, ha sido un tema muy discutido a lo largo de los siglos (Prado-Alcala, 1998).
Estd documentado ampliamente que las lesiones en algunas partes del cerebro provocan
dificultades en el aprendizaje y la memoria. El hecho de que lesiones en ciertas areas del
cerebro provoquen efectos amnésicos (pérdida de la memoria) hace pensar que la memoria
tiene su localizacion en ciertas estructuras cerebrales, o que los circuitos de éstas estan
involucrados en la formacion de aquélla (Bermudez-Rattoni, 1998). El conocimiento de las
funciones mentales del ser humano se ha basado principalmente en el estudio de sus
patologias cognitivas. Sin embargo, este tipo de estudio habitualmente no nos permite hacer
manipulaciones experimentales con las que se pudieran establecer claramente
interrelaciones (causa-efecto) entre estructuras cerebrales, eventos fisioldgicos y funciones
mentales. Una alternativa para el estudio experimental de las bases biologicas de dichas
funciones es el uso de modelos en animales infrahumanos (Prado-Alcala y Quirarte, 1993).
La exploracion de diversas estructuras cerebrales mediante técnicas mas sofisticadas van
desde registros electrofisioldgicos y administracién local de drogas, hasta la sintesis de
receptores membranales, medicion de la liberacion de neurotransmisores, el transplante de
tejido fetal en cerebros dafiados y diversos estudios moleculares (Prado-Alcala, 1998).
Identificar los mecanismos responsables de la formacion de la memoria constituye un meta

de las neurociencias, entre estos, aquellos que ocurren a nivel molecular.



2. ANTECEDENTES

Durante mas de veinte afios, en nuestro laboratorio hemos estudiado una de las
estructuras cerebrales que ha sido implicada en los procesos de aprendizaje y memoria: el
neoestriado. En el presente trabajo de tesis trataremos de detectar la expresion de genes en
el neoestriado, asociada con el aprendizaje de evitacion inhibitoria. Por esta razon, es

menester hacer una breve descripcion anatomica de esta estructura.

2.1 Localizacion y forma del neoestriado

Los ganglios o nucleos basales estan constituidos por varias masas de sustancia gris
subcortical situadas profundamente en los hemisferios cerebrales y son considerados
derivaciones telencefalicas. Junto con los sistemas motores que ejercen influencias sobre
las neuronas motoras bajas, se les denomina sistema extrapiramidal (Graybiel et al., 1979).
Los componentes principales de los ganglios basales son: el estriado (caudado-putamen), el
globo palido, la sustancia nigra y el nlcleo subtaldmico (Albin et al., 1989). El nucleo
caudado tiene una porcion anterior llamada cabeza, que esta conectada directamente con el
putamen en la parte mas anterior de la misma; hacia la parte posterior los separa la capsula
interna. Una region intermedia llamada cuerpo forma un arco que disminuye en espesor al
hacer curva alrededor del tdlamo y estd adyacente a este mismo. La cola, que es la parte
mas delgada del nicleo caudado y que es la continuacion del cuerpo, se dirige en direccion
rostral y termina cerca de la amigdala. Forma parte del piso de la prolongacion frontal del
ventriculo lateral y del cuerpo de dicha cavidad, su cola llega al techo de la prolongacién
temporal y la region del nucleo que estd en contacto con la cavidad ventricular, se halla
recubierta por el epéndimo. Entre el tdlamo y el nlcleo caudado se encuentra el surco
talamo-estriado, por el cual cursan la estria terminal y la vena tadlamo-estriada. La estria
terminal es un sistema de fibras que une los lobulos temporales de ambos hemisferios
pasando a través de la comisura anterior y que acompaia al caudado hasta la prolongacion
temporal. Los nucleos lentiforme (globo palido y putamen) y caudado se engloban bajo el

nombre genérico de cuerpo estriado, el palido se conoce como paloestriado, el cuerpo



amigdaloideo como arquiestriado y el nucleo caudado y el putamen como neoestriado o
estriado (Graybiel et al., 1979; Kitai,1981; Moyer, 1983).

En mamiferos tales como los roedores, el estriado forma una masa nuclear de gran
extension, el caudado-putamen, el cual es penetrado por las fibras cruzadas de la capsula
interna de tal forma que los homoélogos del caudado y el putamen no pueden diferenciarse
entre si (Graybiel et al., 1979). En carnivoros y en primates el estriado esta separado casi
completamente en caudado y putamen por la cépsula interna que forma una lamina gruesa

de fibras (Kemp y Powell, 1971).

2.2 Neuronas y bioquimica del estriado

De acuerdo a Carpenter (1994) las células del nucleo caudado y el putamen son
idénticas y no presentan laminacion ni disposicion particular. El neoestriado puede no ser
tan uniforme como parece, porque en su desarrollo células de diferentes tipos migran en
grupos, la actividad histoquimica tiene una distribucion irregular y las neuronas eferentes
muestran cierta separacion. Las neuronas del neoestriado se dividen en dos categorias: 1)
las que poseen dendritas espinosas y 2) las que poseen dendritas lisas.

Las neuronas espinosas consideradas las neuronas mas numerosas del estriado son
ovales y redondeadas, de tamafio mediano, emiten multiples dendritas primarias cubiertas
con espinas y tienen axones largos. En el neoestriado se identifican dos tipos de neuronas
espinosas de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas. Las neuronas espinosas del
neoestriado sirven como neuronas receptoras y de proyeccion. La mayor parte de los
aferentes de diversos origenes terminan en prolongaciones espinosas de estas neuronas.
Todas las fibras que se proyectan mdas alld del neoestriado se originan en neuronas
espinosas del neoestriado. Desde el punto de vista inmunocitoquimico las neuronas
espinosas del neoestriado son heterogéneas, contienen dcido gama-amino-butirico (GABA),
sustancia P, encefalina y tal vez neurotensina. Muchas neuronas espinosas del neoestriado
contienen mas de un neurotransmisor y las sustancias transmisoras se presentan en
diferentes combinaciones. A pesar de esta heterogeneidad quimica, el GABA es el

neurotransmisor predominante.



Las neuronas no espinosas tienen axones cortos y son intrinsecas del neoestriado.
De ellas se han descrito tres tipos. La neurona no espinosa tipo I se distingue por su tamafio
pequeno, dendritas varicosas y recurrentes, y un axon corto muy arborizado. Grandes
cantidades de neuronas no espinosas de tipo I son gabaérgicas, pero muchas neuronas de
este tipo son inmunorreactivas al neuropéptido Y y a la somatostatina, generalmente de
forma colocalizada. Las neuronas no espinosas de tipo II tienen grandes cuerpos celulares,
nucleos excéntricos y dendritas que se prolongan mas de 250 um. Estas células
corresponden a una subpoblacion de neuronas gigantes distribuidas de manera uniforme en
todo el neoestriado; presentan colina acetiltransferasa y acetilcolinesterasa (AchE). Se ha
demostrado que las neuronas no espinosas colinérgicas gigantes del neoestriado establecen
sinapsis simétricas con neuronas espinosas de tamafio medio que son el destino principal de
las terminaciones dopaminérgicas procedentes de la sustancia nigra. Se considera que estas
neuronas colinérgicas desempefian una funciéon fundamental en el mantenimiento del
equilibrio en el neoestriado entre dopamina y GABA. No se ha identificado el

neurotransmisor de las neuronas espinosas tipo III.

2.3 Compartimientos del neoestriado

Abundantes trabajos sugieren que el estriado es heterogéneo y que estd formado por
islotes de células llamadas estriosomas, en las cuales la AchE se tifie débilmente y estan
inmersas en una matriz que en cambio se tifie en mayor proporcion (Graybiel, 1983;
Graybiel et al., 1981, 1989; Joyce et al., 1986; Gerfen et al., 1987). Los estriosomas pueden
ser visualizados con base en diversos marcadores neuroquimicos, tipos de
neurotransmisores, receptores y enzimas contra una matriz de fondo en el estriado
(Goldman y Nauta, 1977; Olson et al., 1972; Lanca et al., 1986). Los estriosomas consisten
en areas macroscopicas discretas, de 0.2 a 1.2 mm? , distribuidos a través del neoestriado
(Ferrante et al., 1986; Graybiel y Ragsdale, 1983) en los cuales se encuentran concentrados
receptores mu a opiaceos (Herkenham y Pert, 1981; Vonsattel et al., 1985) péptidos
opioides como leu y met-encefalinas (Gerfen, 1984; Graybiel y Chesselet, 1984),
neurotensina (Goedert et al., 1983) y sustancia P (Gerfren, 1984; Graybiel et al., 1981).



La matriz tiene otros marcadores tales como elevada actividad de AchE (Ferrante et
al., 1986; Graybiel y Ragsdale, 1983) y nicotinamida-adenin-nucleétidos fosfato diaforasa
(NADPH-diaforasa) (Ferrante et al., 1987), asi como somatostatina (Gerfren, 1984)
receptores a neurotensina (Goedert et al., 1984) y dopamina (Loopuijtl et al., 1987).

Se desconoce el papel de la compartimentalizacion del neoestriado en el aprendizaje

y la memoria.

2.4 Conexiones aferentes y eferentes del neoestriado

El estriado es blanco de aferencias de la mayoria de las areas de la corteza y tiene
eferencias a otros componentes de los ganglios basales. Las aferencias corticales son
excitatorias y utilizan glutamato como principal neurotransmisor (Kitai et al., 1976;
Spencer, 1976). Las eferencias del estriado son inhibitorias (Deniau et al., 1976) y todas

utilizan GABA como neurotransmisor (Yoshida y Precht, 1971).

Aferencias del neoestriado

El nucleo caudado y el putamen reciben los principales sistemas aferentes que se
proyectan al cuerpo estriado. Las principales fibras aferentes se originan en la corteza
cerebral, partes de la amigdala, los nucleos talamicos intralaminares, la sustancia nigra y el
nucleo dorsal del rafe (Carpenter, 1994).

Fibras corticoestriadas: De acuerdo a Carpenter (1994), virtualmente todas las
regiones de la neocorteza proyectan fibras al neoestriado. Ninguna parte del neoestriado se
encuentra bajo la influencia de una sola zona de la corteza.

Las terminaciones corticoestriadas forman en el neoestriado patrones en forma de
mosaico, muchas de las areas corticales tienen proyecciones extensas en varias partes del
neoestriado y las areas corticales ampliamente separadas dan origen a campos terminales
superpuestos. Las placas de terminaciones neoestriadas que se originan en diferentes areas
corticales no solo se superponen entre si, sino también pueden superponerse con otras
terminales de proyeccion de otros aferentes neoestriatales . Los aferentes neoestriatales de

la corteza cerebral terminan principalmente en las espinas dendriticas de las neuronas



espinosas del neoestriado y son excitadores. Todas las neuronas corticoestriatales son
piramidales y utilizan glutamato como neurotransmisor (Gerfen y Wilson, 1996) y
probablemente somatostatina (McGeer et al.,1984).

Fibras amigdaloestriadas: Existe una relacion estrecha entre ambas estructuras. Las
proyecciones de la amigdala laterobasal a la region ventromedial del nucleo caudado y a las
partes ventrocaudales del putamen indican que el neoestriado no se puede dividir en
porciones “limbica” y “no limbica”.

El neoestriado “no limbico” mas pequefio ocupa una region anterodorsolateral.
Ademas, en el mono, la cabeza del nucleo caudado recibe proyecciones directas de las
células de la sustancia innominada que recibe impulsos de la amigdala. Esta parcelacion del
neoestriado en distintas regiones sobre la base de las proyecciones amigdalinas sugiere que
grandes porciones del neoestriado “limbico” pueden estar relacionadas con fendmenos
conductuales (Carpenter, 1994). Los neuromoduladores son la colecistoquinina y la
somatostatina (McGeer et al., 1984).

Fibras talamoestriadas: Los nucleos talamicos intralaminares mas grandes (el
complejo nuclear centromediano-parafascicular) tienen proyecciones subcorticales al
neoestriado. En el mono, las células del sistema centromediano se proyectan solo al
putamen; las células del nucleo parafascicular se proyectan sélo al nticleo caudado.

Las células de los nucleos taldmicos central lateral y paracentral contienen dos
poblaciones de neuronas que proyectan: una a la corteza, y otra al nticleo caudado. En los
nucleos centromediano y paracentral, los relevos monosinapticos de la formacién reticular
mesencefalica conducen impulsos por separado a las areas corticales y al nticleo caudado.
Las fibras talamoestriadas terminan en el nucleo caudado y el putamen como las
corticoestriadas, en conjuntos con forma de disco en mosaico o anillos huecos. Las fibras
talamoestriadas terminan en las neuronas espinosas del neoestriado y se cree que son
excitadoras, pero no se conoce el neurotransmisor empleado. Segun McGeer et al. (1984)
probablemente sean glutamato, aspartato o acetilcolina.

Fibras nigroestriadas: La sustancia nigra proyecta fibras dopaminérgicas al
neoestriado. Las células de los dos tercios rostrales de la parte compacta de la sustancia
negra proyectan a la cabeza del nucleo caudado, en tanto que aquellas que proyectan al

putamen estan en regiones mas posteriores. En general se acepta que la dopamina ejerce



una accion inhibidora sobre las células del neoestriado. En el neoestriado se han
identificado farmacologicamente los receptores para dopamina tipo D1 y D2. El patron de
unién de los receptores D1 y D2 no corresponde con la heterogeneidad en placas que se
observa en la tincion con acetilcolinesterasa, pero en la matriz se localizan las areas con la
mayor densidad de receptores. La activacion de los receptores D1 disminuye la
excitabilidad de la membrana , en tanto que la activacion de los receptores D2 ocasiona una
disminuciéon en la liberaciéon de la sustancia neurotransmisora en las terminaciones
sinapticas. Ambos receptores parecen funcionar de manera sinérgica para modular las
actividades neuronales. Gerfen y Wilson (1996) mencionan la posibilidad de que estas
fibras dopaminérgicas puedan liberar la dopamina no sinapticamente al espacio extracelular
donde podrian interactuar con receptores extrasindpticos. Alternativamente la dopamina
podria escapar de la region sinaptica y difundir a los receptores extrasinapticos a la neurona
postsinaptica u otros procesos celulares en el neurdpilo. Un 20% de las fibras nigroestriadas
se consideran no dopaminérgicas, pero sus células de origen no estin identificadas
(Carpenter, 1994).

Aferentes de los ntlicleos del Rafe: Los nticleos dorsal y medio del rafe suministran
dos sistemas serotoninérgicos ascendentes distintos, que se superponen de manera parcial.
Las proyecciones serotoninérgicas que se originan en el nicleo dorsal del rafe terminan en
las regiones ventrocaudales del neoestriado. La mayor parte de las neuronas del nucleo
dorsal del rafe proyectan colaterales al neoestriado y a la sustancia nigra. La estimulacion
del nucleo dorsal del rafe produce una inhibicion prolongada de las neuronas del
neoestriado.

Otras aferentes provienen del globo palido (gabaérgicas), del locus coeruleus
(noradrenérgicas), de los cuerpos mamilares y de la formacion reticular cuyas fibras son

histaminérgicas (McGeer et al., 1984).

Eferencias del Neoestriado

El estriado envia a la sustancia nigra una proyeccion masiva (del 65 al 70% de sus

neuronas) que termina en la zona reticulada. Los neurotransmisores son el GABA, la

sustancia P, la dinorfina y la colecistoquinina. También proyecta al globo palido empleando



al GABA, la encefalina y la dinorfina como neurotransmisores y al ntiicleo entopeduncular

por fibras gabaérgicas (McGeer et al., 1984).

2.5 Memoria y Aprendizaje

Como se indic6 al inicio de la introduccion, en este trabajo realizamos un estudio
acerca de la participacion del neoestriado en un tipo particular de aprendizaje. Es por ello
que en esta seccion haremos una relacion de conceptos relacionados con esta funcion, asi
como con la memoria.

Aunque existen multiples conceptos sobre el aprendizaje, la mayoria de ellos
coincide en que este proceso es un cambio en la conducta, relativamente permanente, que
resulta de la experiencia (Prado-Alcala, 1991), lo cual implica un almacenamiento de la
informacion derivada de las experiencias de aprendizaje, es decir, la memoria (Prado-
Alcald y Quirarte, 1998).

En la actualidad el trabajo de los cientificos interesados en el estudio de las bases
bioldgicas de la memoria estd centrado en la busqueda del engrama, término introducido en
el campo por el bidlogo aleman Richard Semon en 1904. El engrama puede ser definido
como el conjunto de cambios en el sistema nervioso que representan a la memoria
almacenada (Squire, 1987). Esta busqueda ha originado dos grandes lineas de
investigacion, una la constituye la busqueda de los mecanismos fisiologicos de los que
depende el almacenamiento de informacion, y la segunda la busqueda de las estructuras
cerebrales involucradas en dicho almacenamiento; entre los mecanismos fisiologicos que
subyacen al establecimiento de la memoria se encuentran: a) cambios en la cantidad de
mediadores quimicos en la sinapsis que participan en el proceso, y b) incremento en la
sintesis de proteinas neuronales (Prado-Alcala y Quirarte, 1998).

De acuerdo a Bailey y cols. (1996), la memoria puede ser dividida en al menos dos
categorias generales: la memoria explicita o declarativa, que es el recuerdo consciente de
conocimiento sobre personas, lugares y cosas, que esta particularmente bien desarrollada en
el cerebro de los vertebrados, y la memoria implicita o no declarativa, que es el recuerdo
inconsciente de habilidades motoras y otras tareas e incluye formas asociativas simples

como el condicionamiento clasico y formas no asociativas como la sensibilizacion y la



habituacion. Los dos tipos de memoria parecen involucrar diferentes circuitos neurales. La
memoria explicita depende fundamentalmente de estructuras del lobulo temporal y
diencefalicas (como el hipocampo, el subiculum y la corteza entorrinal) mientras la
implicita no depende de la funcion del 16bulo temporal, sino que involucra las mismas vias
motoras, sensoriales o asociativas usadas en la expresion del aprendizaje. Tanto la memoria
explicita como la implicita pueden dividirse en al menos dos componentes temporales: la
memoria de corto plazo (con duracidon de minutos a horas) y la memoria de largo plazo (con

duracion de dias, semanas y en algunas casos de por vida).

2.6 Moléculas de 1a memoria

Muller y Pilzecker en 1900, encontraron que después de que un evento ha sido
registrado en la memoria debe pasar un tiempo para lograr una forma estable de
almacenamiento de largo plazo. En este periodo, que ellos llamaron periodo de
consolidacién, la memoria es sensible a interferencias. Por ejemplo, la consolidacion en una
memoria de largo plazo de una lista de silabas sin sentido puede ser interferida dando a los
individuos una segunda lista a aprender (interferencia retroactiva). También las lesiones en
la cabeza o concusiones cerebrales pueden producir amnesia retrégrada de eventos
ocurridos unos minutos u horas antes del mismo, al igual que las convulsiones epilépticas.
En 1901 el psicologo William McDougall sugiri6 que la amnesia retrégrada ocurrida en los
casos de concusiones y convulsiones podrian ser debidas a una falla en la consolidacion.
Posteriormente C.P. Duncan encontré en animales experimentales y en humanos que las
tareas recientemente aprendidas eran dafiadas por convulsiones epilépticas, y de forma mas
severa cuando ocurrian mas cercanamente después del entrenamiento. El primer paso hacia
el entendimiento bioquimico del establecimiento de la memoria de largo plazo ocurrié
cuando Flexner y subsecuentemente el grupo de Agranoff, observaron que la formacion de
la memoria de largo plazo requiere la sintesis de proteinas nuevas, mientras que la de corto
plazo no. Justo antes del entrenamiento los animales fueron inyectados con un inhibidor de
la sintesis de proteina (cicloheximida o anisomicina); ambos grupos aprendieron muy bien,
pero el grupo tratado con el inhibidor mostr6é una amnesia profunda cuando se probo tres o

mas horas después (Squire y Kandel, 2000).
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Estudios posteriores de la memoria de largo plazo para aprendizajes implicitos y
explicitos indican que emplean una cascada de eventos moleculares que ocurren durante su
periodo de consolidacion (la fase inicial del almacenamiento de la memoria). En ambos
casos la conversion de la memoria de corto plazo que es transitoria (que requiere so6lo la
modificaciéon covalente de proteinas preexistentes capaces de alterar rapidamente la
eficiencia sinaptica) a una forma mas estable de largo plazo es acompafiada por el
crecimiento de nuevas sinapsis y requiere un programa celular de expresion de genes y un
incremento en la sintesis de proteinas. La consolidacion de formas simples de memoria
implicita involucra tres procesos: expresion de genes, sintesis de proteinas nuevas y el
crecimiento (o poda) de conexiones sinapticas (Bailey et al., 1996). Las proteinas recién
sintetizadas también pueden reestructurar los procesos en la sinapsis y por lo tanto alterar la

eficiencia de la transmision sindptica a largo plazo (Cavallaro et al., 2001).

Mecanismos moleculares de la memoria en Aplysia

Entre los primeros estudios en los que se describieron algunos de los mecanismos
moleculares que subyacen al almacenamiento de la memoria destacan los realizados en
Aplysia. En contraste con los trillones de neuronas del cerebro de los mamiferos, el sistema
nervioso central de un invertebrado como Aplysia tiene 20,000 neuronas, estas se
encuentran entre las mas grandes del reino animal (aprox. 1000um) y las conductas mas
simples que pueden ser modificadas por aprendizaje involucran menos de 100 neuronas.

Uno de estos aprendizajes es la sensibilizacion del reflejo de retraccion de la agalla,
en el que se produce un aumento en la fuerza del mismo conjunto de sinapsis que son
deprimidas por el aprendizaje opuesto, la habituacion. El incremento en la fuerza sinaptica
(facilitacion) resultado de la sensibilizacion es heterosinéptica; el choque en la cola activa
una via que modifica la fuerza de las conexiones entre la neurona sensorial (del sifon) y sus
células blanco (interneuronas y motoneuronas). La via proveniente de la cola involucra la
activaciéon de neuronas sensoriales que a su vez activan interneuronas moduladoras
(serotonérgicas). En la neurona sensorial del sifén hay un incremento de cAMP (adenosin
monofosfato ciclico) como consecuencia de la liberaciéon de serotonina por las
interneuronas moduladoras. El cAMP, activa a la subunidad catalitica de la protein cinasa

A (PKA) liberandolo de su subunidad reguladora y el PKA fosforila canales de K' y
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proteinas asociadas, lo cual produce la reduccion de la entrada de potasio produciéndose un
ensanchamiento del potencial de accion y por lo tanto un incremento en la entrada de Ca*”
que va a causar mayor liberacion de neurotransmisor. El PKA parece actuar también sobre
las proteinas involucradas en la movilizacion, fusion y liberacion de vesiculas (Bailey et al.,
1996; Squire y Kandel, 2000)

La activacion repetida de las neuronas serotonérgicas desencadena la facilitacion a
largo plazo, la cual es dependiente de la sintesis de nuevas proteinas; en tal caso el PKA se
transloca al nticleo donde fosforila un numero de factores de transcripcion, sin embargo el
mas importante es la proteina CREB1 (proteina de unién al elemento de respuesta a cAMP-
1). La forma fosforilada de CREB1 se une al sito CRE (elemento de respuesta a cAMP) en
el DNA y “enciende” los genes necesarios para la formacion de la memoria de largo plazo
(Squire y Kandel, 2000). La importancia de CREBI en el proceso de facilitacion a largo
plazo se demostré mediante dos experimentos; en el primero se inyectd la secuencia CRE
en grandes cantidades en el nucleo de Aplysia de tal forma que CREBI1 fosforilado no
pudiera unirse a su blanco en el DNA celular. El resultado fue que se bloque6 la memoria
de largo plazo sin interferir con el proceso de corto plazo (Dash et al., 1990). En el segundo
experimento la inyeccion de la proteina CREBI fosforilada en las neuronas sensoriales de
Aplysia fue no sdlo necesaria, sino suficiente para alcanzar la facilitacion de largo plazo
(Bartsch et al., 1998).

Adicionalmente la proteina CREB2 inhibe las acciones de CREBI1, se une también
al sitio CRE y por lo tanto bloquea la facilitacion a largo plazo. CREB2 parece ser regulada
por una protein cinasa activada por mitégeno (MAPK). Bloqueando este represor se reduce
el umbral para convertir la memoria de corto plazo en una de largo plazo (Bartsch et al.,
1995).

La regulacion coordinada de al menos dos factores de transcripcion: la activacion de
CREBI vy la desactivacion del represor CREB2 permite la induccion rapida de genes
tempranos de respuesta inmediata. Algunos de estos genes tempranos parecen ser
responsables de la expresion de genes tardios responsables de la fase de estabilizacion
(presumiblemente estructurales); esto explica por qué el proceso es dependiente de la
sintesis de proteinas. Estos genes tempranos que se sintetizan durante la fase de

consolidacién pueden ser proteinas efectoras o factores de transcripcion. La memoria de
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duracion de horas es mantenida durante la vida media de las proteinas efectoras o por sus
modificaciones funcionales como la fosforilacion. Las memorias que duran dias, semanas o
meses (mas que la vida media de las proteinas efectoras) es iniciada por los genes
regulatorios tempranos, cuyos productos proteicos desencadenan el mantenimiento de la
expresion de genes efectores tardios los cuales pueden contribuir a estabilizar el
crecimiento de nuevas conexiones sinapticas que coinciden con la fase de mantenimiento
de la memoria de largo plazo (Bailey et al., 1996; Squire y Kandel, 2000).

La facilitacion a largo plazo en la neurona sensorial de Aplysia ocurre de forma
restringida en la sinapsis estimulada. Aunque los pulsos repetidos de serotonina mandan
una sefial al nacleo para activar a CREB1 y éste parece enviar nuevas proteinas a todas las
terminales, s6lo aquellas terminales marcadas por serotonina pueden usar las proteinas
productivamente para el crecimiento sinaptico. La marca dejada en la sinapsis por el
neurotransmisor pudiera estar relacionada con la regulacion de la sintesis de proteina local,
ya que se ha demostrado que las dendritas contienen ribosomas, y que RNA mensajeros

(RNAm) especificos son transportados a las dendritas y traducidos ahi (Kandel 2001).

Mecanismos moleculares de la memoria en Drosophila

La mosca de la fruta Drosophila es capaz de aprender muchas cosas. Pueden
aprender a escapar de olores especificos que previamente han experimentado acompafiados
de un choque eléctrico (Quinn et al., 1974; Tully y Quinn,1985). Las moscas hambrientas
pueden aprender a dirigirse hacia olores que previamente han sido asociados con una
recompensa de aztcar (Tempel et al., 1983). También aprenden con sefiales visuales,
tactiles, propioceptivas y espaciales (Menne y Spatz, 1977; Folkers, 1982; Guo et al., 1996;
Booker y Quinn, 1981; Wustmann et al., 1996; Wustmann y Heisenberg, 1997).

De acuerdo a Waddell y Quinn (2001) mutantes en el gen “dunce” (dnc) que
codifica para una cAMP-fosfodiesterasa (degrada cAMP), y las mutantes para “rutabaga”
(rut) que codifica para la adenilato ciclasa (tipo I) estimulada por calcio/calmodulina
(sintetiza cAMP), tienen deficiencias de memoria. Otros mutantes que tienen deficiencias
de memoria son “amnesiac” (amn) y DC0O. Amnesiac es deficiente en un gen para un
transmisor sinaptico peptidico que estimula la adenilato ciclasa y DCO es deficiente en la

subunidad catalitica de la PKA.
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Mutantes del gen “turnip” (tur), también tienen deficiencias de memoria de largo
plazo, presentan baja actividad PKC (protein cinasa C), aunque no codifican para genes de
la familia de la PKC (Choi et al., 1991; Waddell y Quinn, 2001).

Otros genes implicados en procesos de memoria y aprendizaje han sido
identificados mediante mutacion inducida por el elemento P, entre ellos se encuentran los
genes “latheo” (lat), y “nalyot” (nal). Lat codifica para un componente del complejo de
reconocimiento del origen de replicacion del DNA, dicha proteina se detecta en los botones
presindpticos, y los mutantes tienen propiedades sinapticas anormales (Pinto et al., 1999;
Rohrbough et al., 1999). Nalyot codifica para el factor de transcripciéon Adfl, la mutacion
parcial (la perdida completa de la funcion de nal es letal) produce ligeros efectos sobre el
aprendizaje, pero efectos profundos sobre la memoria de largo plazo (DeZazzo et al.,
2000).

El mutante “volado” (vol) tiene también deficiencias de memoria de corto plazo. El
gen codifica para integrinas que tienen influencia en la morfologia y funcion sinaptica
(Grotewiel et al., 1998; Rohrbough et al., 2000).

Los mutantes “leonardo” (leo) tienen defectos en el aprendizaje de tareas olfatorias
y la memoria de corto plazo. La mutacion afecta la proteina 14-3-3 la cual estd involucrada
en varias rutas de sefializacion intracelular. La familia de estas proteinas pueden activar o
reprimir la actividad PKC, activar la tirosina hidroxilasa y la triptofano hidroxilasa
(enzimas limitantes en la biosintesis de catecolaminas y serotonina) e interactuar con Raf-1
en la via de las MAPK. La proteina Leo estd presente en las terminales sindpticas y las
mutantes presentan una reduccion en la transmision sindptica (Waddell y Quinn, 2001).

Adicionalmente se han disefiado moscas mutantes por medio de ingenieria genética
mediante la cual se han obtenido datos relevantes. De forma similar a como ocurre en
Aplysia, en Drosophila la sobreexpresion de la forma represora de CREB bloquea la
formacion de la memoria de largo plazo (Yin et al., 1994), mientras que la sobreexpresion
de la forma activadora de CREB reduce ampliamente el numero de ensayos requeridos para
establecer una memoria de largo plazo (Yin et al., 1995).

Se ha reportado que la disrupcion de las proteinas G estimuladoras (Gs) en la
estructura denominada cuerpo en forma de seta de Drosophila interrumpe completamente

el aprendizaje, pero no en otras regiones (Connolly et al., 1996).
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También se ha encontrado, en moscas transgénicas, que cuando se induce la
expresion de un péptido inhibidor de la CaMKII se presentan serias deficiencias de
aprendizaje (Griffith et al., 1993).

En las moscas mutantes y transgénicas, la identificacion deficiencias de aprendizaje
se asegura midiendo la habilidad de percibir las sefiales (estimulo condicionado), los
reforzadores (estimulo incondicionado) y la ejecucion de la conducta. También se observa
si la mosca es normal morfologica y conductualmente, y si la anormalidad esté relacionada

a las deficiencias de aprendizaje (Waddell y Quinn, 2001).

Mecanismos moleculares de la potenciacion a largo plazo

La potenciacion a largo plazo (LTP) es una forma de modificacion sinéptica
(incremento de la eficiencia) persistente dependiente de la actividad que puede ser inducida
por una estimulacion breve de alta frecuencia de las neuronas del hipocampo (estructura
critica para las formas de aprendizaje explicitas) y se considera que podria ser al uno de los
mecanismos celulares para el almacenamiento de la memoria explicita, el cual comparte
algunos de los mecanismos usados para la facilitacion sinaptica en Aplysia (Bailey et al.,
1996).

La LTP tiene dos fases: la fase temprana de la LTP que requiere sélo la
modificacioén covalente de proteinas preexistentes y es producida mediante un solo tren de
estimulos eléctricos y dura de 1 a 3 horas, y la fase tardia que es dependiente de la sintesis
de nuevas proteinas y RNA, y se produce mediante trenes repetidos de estimulos eléctricos
y produce el crecimiento de nuevas sinapsis (Bailey et al., 1996). Esta ultima fase puede ser
activada mediante cAMP. El estudio de los genes tempranos inducidos por la LTP mostro
genes que contienen el elemento CRE en su region reguladora: el activador plasmindgeno
de tejidos (tPA), que es una enzima que se ha encontrado que estimula el crecimiento de
terminales axonicas y espinas dendriticas, el BDNF (factor neurotréfico derivado de
cerebro) y otro gen relacionado al gen C/EBP (proteina de unién al aumentador CCAAT)
de Aplysia que es critico para que ocurra la facilitacion a largo plazo en ese animal (Squire
y Kandel, 2000). Se ha propuesto que la fase temprana del LTP involucra la activacion en
la célula postsindptica de varias protein-cinasas no relacionadas a PKA, como la protein-

cinasa II dependiente de calcio-calmodulina (CaMKII), PKC y la tirosin cinasa fyn. Estas
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proteinas pueden fosforilar proteinas blanco activandolas o desactivandolas, y entre otras
cosas inducen la insercion de nuevos receptores AMPA (acido a-amino-3-hydroxi-5-metil-
4-isoxazolpropionico) y un incremento en la sensibilidad a su neurotransmisor (glutamato),
y ademds la sintesis de mensajeros retrégrados (NO) que actuan sobre la presinapsis
facilitando la liberacion de neurotransmisor. En la fase tardia del LTP se disparan los
niveles de cAMP y este incremento activa a PKA, a las MAPK's (protein cinasas activadas
por mitégeno) y a CREBI1. Al igual que en Drosophila y en Aplysia la actividad de CREBI1
permite la activacion de un juego de genes tempranos y estos genes actian para iniciar el
crecimiento de nuevos sitios sindpticos (Fig. 1). A pesar de las diferencias entre las formas
de memoria declarativas y no declarativas en términos de comportamiento hay un grado

sorprendente de similitud en los mecanismos elementales de almacenamiento (Squire y

Kandel, 2000; Kandel, 2001).
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Fig. 1. Mddelo de la LTP en la via de la colateral de Schaffer. Un
tren de potenciales de accion inicia la LTP tenprana nediante |a
activacion de los receptores a NVDA, influjo de Ca® en la célula
postsinaptica, y la activacién de un grupo de segundos nensaj eros.
Con trenes repetidos de potenciales de accion, el influjo de Ca*
recluta la adenilato ciclasa (AC), la cual activa |la protein cinasa
dependiente de cAMP. La cinasa es transportada hacia el nuacleo
donde fosforila CREB. CREB a su vez activa blancos que se piensa
conducen a canbi os estructurales. La AC tanbién puede ser nodul ada
por sefiales de dopanmina e incluso otras aferencias nodul adoras.
Adi ci onal mente existen restricciones (en rojo) que inhiben la LTP
tardia (nodificado de Kandel, 2001).
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Mecanismos moleculares de la memoria en vertebrados

En los vertebrados, la via cAMP-PKA-CREB también participa en el
almacenamiento de la memoria de largo plazo. En pollos, se previene la formacion de la
memoria de largo plazo por la inhibicidon de la adenilato ciclasa, o la administracion de
agentes que inhiben la PKA (Rosenzwig, 1996).

Bernabeu y cols. (1997), han encontrado que la fase tardia de la consolidacion de la
memoria de un aprendizaje de EI en rata es regulada por una via de sefializacion de cAMP
en el hipocampo activada al menos en parte por receptores dopaminérgicos, ya que la
administracion de un agonista dopaminérgico (SKF38393) después del entrenamiento
mejorod la retencion. En contraste el antagonista (SCH23390) produjo amnesia. El activador
de la adenilato ciclasa (forskolina) o el 8Br-cAMP también mejoraron la memoria, y un
inhibidor de la PKA (KT5720) obstaculizd la consolidacion de la memoria. Las ratas
sometidas al entrenamiento de evitacion inhibitoria mostraron un aumento en la capacidad
de unir agonistas especificos a dopamina y en los niveles enddégenos de cAMP, un
incremento en la actividad de la PKA y en la inmunoreactividad a pCREB (forma
fosforilada de CREB).

También se ha encontrado que el entrenamiento en una tarea de EI va seguido por
dos picos de actividad de PKA dependientes de cAMP en el area hipocampica CA1 de rata.
El segundo pico parece depender del primero, ya que la inhibicion del primero con un
inhibidor de la PKA (Rp-cAMPS) cancela ambos picos. Ademas la memoria de largo plazo
de esta tarea depende de ambos picos, ya que la inhibicion de cualquiera de ellos mediante
la administracion de Rp-cAMPS bloqued la memoria de largo plazo. El efecto amnésico no
se observo cuando el inhibidor de la PKA se administro en un tiempo intermedio entre los
dos picos (Vianna et al., 2000a).

Finalmente, la infusion intrahipocampal de oligodesoxinucledtidos antisentido
contra el RNAm de CREB administrados antes del entrenamiento en una tarea de
aprendizaje produjo un dafio significativo en la memoria de largo plazo. Este efecto no se
observd en los controles que recibieron buffer u oligodesoxinucledtidos con la misma
composicion de bases pero en orden aleatorio. Tampoco cuando se administraron los

oligonucleotidos antisentido un dia después del entrenamiento. La adquisicion de la tarea y
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la memoria de corto plazo fueron similares entre el grupo experimental y los controles
(Guzowski y McGaugh, 1997).

Otras protein cinasas como las MAPK, CaMKII, PKC, PI3K (fosfatidilinositol-3-
cinasa), PKB (protein cinasa B) también parecen participar en el almacenamiento de la
memoria y los datos indican que en algunas de ellas podrian interactuar con la via cAMP-
PKA-CREB.

Se ha mostrado que el nivel de pCREB y el de la subunidad catalitica de PKA
nuclear en el hipocampo incrementan después del entrenamiento de ratas en una tarea de
El. Estos cambios van acompanados de la activacion de las MAPK's p44 y p42 y el
subsecuente incremento en la fosforilacion del factor de transcripcion Elk-1 y en la
produccion de Fos. La activacion hipocampal de MAPKs, CREB, Elk-1 y Fos asociada al
aprendizaje fue abolida en animales entrenados por la microinyeccion bilateral de APS
(acido 2-amino-5-fosfono pentanoico; bloqueador selectivo de receptores glutamatérgicos a
NMDA) en la region CAl del hipocampo dorsal inmediatamente después del
entrenamiento (Cammarota et al., 2000).

Se ha reportado que la administracion postentrenamiento del inhibidor especifico de
las cinasas de las MAPK (PD098059) produce amnesia cuando se administra en el
hipocampo dorsal, la amigdala, y en las cortezas entorrinal y parietal. Sin embargo, hay
diferencias en las ventanas temporales en las que se produce dicho efecto entre estas
estructuras cerebrales. Estos resultados sugieren un papel de la cascada de MAPK en el
procesamiento de la memoria después del entrenamiento de una forma dependiente del

tiempo, que es diferente entre las estructuras estudiadas (Walz et al., 2000a).

Empleando el inhibidor de la MAPK c-Jun amino terminal cinasa (JNK) conocido
como SP600125 en la region CAl del hipocampo dorsal en dosis que reducen
significativamente la fosforilacion de c-Jun sin afectar la actividad de ERK 1/2 (cinasa
regulada por sefial extracelular 1/2) o p38 (pertenecientes a las otras dos subfamilias de las
MAPK) se mejor6 la memoria de corto plazo, pero se bloqued la formacion y retencion de

la memoria del aprendizaje de una tarea de evitacion inhibitoria (Bevilaqua et al., 2003)
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Se ha reportado que la exposicion de ratas a un ambiente novedoso (campo abierto)
después del entrenamiento en una tarea de EI, obstaculiza la formacion de la memoria de
largo plazo y el incremento de la forma fosforilada de CREB en el hipocampo. La
administracion del activador de la PKA Sp-adenosina 3°,5° monofosfotioato ciclico (Sp-
cAMPS) en el hipocampo después del entrenamiento increment6 los niveles de pCREB, y
restaurd la memoria de largo plazo de esta tarea en ratas expuestas al estimulo novedoso.
Adicionalmente la exposicion al campo abierto antes del entrenamiento de evitacion
interfiere con el efecto amnésico de una segunda exposicion postentrenamiento y restaura
los niveles hipocampales de pCREB. En contraste la activacion asociada al entrenamiento

de las MAPK p42 y p44 en el hipocampo, no se altera por la novedad (Viola et al., 2000).

En raton se ha encontrado que la expresion de una forma de CaMKII, que es activa
de forma independiente de Ca®’, afecta el aprendizaje del laberinto espacial de Barnes
cuando se expresa en el hipocampo; y cuando se expresa en altos niveles en el estriado o
amigdala, pero no en otras estructuras, afecta el aprendizaje de miedo condicionado
(Mayford et al., 1996). Mutaciones homocigoticas de «-CaMKII interrumpen el
aprendizaje espacial en ratones (Silva et al., 1992). En ratas el aprendizaje de una tarea de
El, produce un incremento rapido y reversible de la actividad hipocampal de CaMKII
(Camarotta et al., 1998), mientras que la inhibicion farmacoldgica de esta cinasa con KN-
62 causa amnesia retrograda completa sélo cuando se da inmediatamente después de la
sesion de adquisicion (Wolfman et al., 1994). El entrenamiento en el laberinto acuético de
Morris induce la activacion de la CaMKII en el hipocampo de rata (Tan y Liang, 1996). De
la misma forma la EI en pollos induce la autofosforilacion de CaKMII en el hiperestriado
ventral medial y el 16bulo paraolfatorio (Zhao et al., 1999).

La administracion en el hipocampo dorsal de inhibidores de la PKC (staurosporin y
CGP41231) provocaron amnesia retrograda completa en la retencion de una tarea de EI
cuando se administraron dentro de los primeros 30 min después del entrenamiento,
(Jerusalinsky et al., 1994).

Se ha encontrado que las vias de sefializacion de la PI3K (cinasa activada por ras) y

su blanco AKT (protein cinasa del retrovirus transformante AKTS8) conocido también como
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PKB contribuyen a la LTP, y a la consolidacion del miedo condicionado, dependiente de
amigdala (Sweatt, 2001).

En pollos, los agentes que inhiben las CaM cinasas previenen la formacion de una
memoria de plazo intermedio (de 15 a 60 min postentrenamiento), mientras que los agentes
que no inhiben las CaM cinasas pero inhiben la PKC o la PKG (protein cinasa G) previenen
la formacion de la memoria de largo plazo (Rosenzwig, 1996).

También se ha encontrado que pudiera haber diferencias entre los diferentes tipos de
aprendizaje en cuanto a los eventos moleculares que desencadenan. La inhibicién de
CaMKII en el hipocampo después del entrenamiento interrumpe la habituacion a un
ambiente nuevo, mientras que la inhibicidon de otras cascadas de sefializacion cruciales para
varias tareas asociativas dependientes del hipocampo como las mediadas por la activacion
de PKA, ERK1 o PKC no tuvieron efecto en la memoria de largo plazo de la habituacion
(Izquierdo et al., 1992; Vianna et al., 2000b).

Se ha reportado que el APS, un antagonista de los receptores de NMDA, el Rp-
cAMP, inhibidor de la PKA, el SCH23390, antagonista del receptor dopaminérgico D1, el
KN-62, inhibidor de la CaMKII, y el PD098059, inhibidor de MAPK's, afectan
fuertemente la memoria de una tarea de evitacion inhibitoria cuando se inyectan
intrahipocampalmente. Para una tarea de habituacion el KN-62 produjo amnesia, pero
ninguno de los demés tratamientos tuvo efecto alguno sobre la retencion de esta tarea

(Vianna et al., 2001).

La actividad de desfosforilacion (opuesta a la de las cinasas) también desempefia un
lugar en la memoria. Se encontrd en ratobn que la inhibicion de la fosfatasa calcineurina
(mediante la induccidn reversible de una proteina inhibidora especifica en un sistema de
expresion activado por doxiciclina) produce un aumento en el aprendizaje y en la fuerza de
la memoria de corto y de largo plazo en varias tareas espaciales y no espaciales
dependientes de hipocampo y en tareas no espaciales, asi como una facilitacion de la LTP
in vitro e in vivo. Las mejoras en la LTP y en la memoria se revierten completamente

mediante la supresion de la expresion del transgen (Malleret et al., 2001).
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En congruencia con lo reportado en Aplysia, Drosophila y la LTP, los datos en
vertebrados indican que la consolidacion de la memoria requiere de sintesis de RNAm y
proteinas, ya que su inhibicion en estructuras cerebrales que participan en la formacion de
la memoria para diferentes tareas, produce deterioros en la memoria de largo plazo.

Por ejemplo, se ha reportado que la infusién de anisomicina (inhibidor de la sintesis
de proteinas) produce efecto amnésico en una tarea de EI cuando es administrado en el
hipocampo en dos periodos criticos, alrededor del momento de entrenamiento (15 min
antes) y 3 h después, sin embargo el efecto amnésico desaparece cuando se da un
entrenamiento previo de evitacion inhibitoria con una intensidad de choque baja que por si
mismo no altera las latencias de retencidén, no asi la sola preexposicion al aparato de
entrenamiento, sugiriendo que aun en ausencia de cambios conductuales el
preentrenamiento con intensidad baja pudo haber inducido cambios plasticos permanentes a
nivel celular dependientes de la sintesis de proteinas (Quevedo et al., 1999).

También se ha mostrado que la inhibicion de la sintesis de proteinas en el nucleo
acumbens impide la consolidacion de una tarea instrumental apetitiva (presion de palanca
por alimento) en ratas. Las ratas fueron entrenadas en una sesion diaria de 15 min durante 7
dias, y durante los primeros 5 dias se administrd anisomicina inmediatamente después de la
sesion de entrenamiento (Hernandez et al., 2002).

Igaz y cols. (2002) han encontrado que la formacion de la memoria de largo plazo
de una tarea de EI en ratas también depende de dos periodos que requieren la sintesis de
nuevos RNAm en la regiéon CA1 del hipocampo dorsal. El primer periodo alrededor del
tiempo de entrenamiento (-15 min 6 0 min), y el segundo de 3-6 h después del
entrenamiento. Estos dos periodos de sensibilidad a los inhibidores transcripcionales (de la
RNA polimerasa II) 5,6-dicloro-1-beta-d-ribofuranosilbenzimidazol (DRB) o alfa-
amanitina son similares a aquellos observados usando el inhibidor de la sintesis de
proteinas anisomicina.

En pollos se ha sugerido que hay un tipo de memoria intermedia que dura unas
cuantas horas que involucra una primera ola de sintesis de glicoproteinas, mientras que una
memoria de largo plazo de mayor duracion que requiere una segunda ola de sintesis de
glicoproteinas que ocurre 6 horas después del entrenamiento (Rosenzweig, 1996). Freeman

y cols. han reportado que la administracion de anisomicina (antibiotico inhibidor de la
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sintesis de proteinas) 0.5 h preentrenamiento, 1.5 horas postentrenamiento, asi como entre
4-5 h postentrenamiento en una tarea de evitacion pasiva impide la retencion 24 h después,
no asi cuando la administracién ocurre en tiempos intermedios, o posteriores a los

mencionados (Freeman et al., 1995).

La requerimiento de la sintesis de RNAm y proteinas para el almacenamiento de la
memoria de largo plazo podria ser explicada por la participacion de las proteinas
codificadas por los genes expresados después de la experiencia de aprendizaje en cambios
estructurales como los que ocurren en la facilitacion a largo plazo en Aplysia. La
estabilidad de la facilitacion de largo plazo parece depender de la persistencia de estos
cambios estructurales en las sinapsis (Bailey et al., 1996). En congruencia con esta nocion,
en ratas se ha encontrado una correlacion entre el aprendizaje y los genes tempranos, en
particular un répido y transitorio incremento en los niveles d¢ RNAm de los genes Arc,
zif268 y c-Fos en el hipocampo dorsal por la tarea espacial de laberinto acuatico, asi como
también algunas diferencias en la corteza entorrinal y en la corteza visual primaria
(Guzowski et al., 2001). Se ha encontrado también que la consolidacion, pero no la
reconsolidacion de la memoria de evitacion inhibitoria requiere de la expresion del factor
de transcripcion C/EPBP en el hipocampo, e incluso que en la misma region la sintesis de

proteinas de novo no es esencial para la memoria (Taubenfeld et al., 2001).

En un modelo de plasticidad sinaptica inducido con acido kainico, se analizaron los
genes que fueron modificados de manera transcripcional por hibridacion substractiva, de
éstos se escogieron 21 para determinar por hibridacion “in situ” si el miedo condicionado
(condicionamiento cldsico) también producia cambios en los transcritos de estos genes.
Encontraron que genes tempranos (c-fos y zif268) fueron inducidos rapidamente después
del condicionamiento (0-1h) y regresaron a niveles basales en 2h. Algunos genes que
codifican para proteinas estructurales como los neurofilamentos de cadena ligera (NF-1) y
otros genes como la proteina de estabilizacion del receptor a NMDA vy actina alcanzaron su
expresion pico de 1-4 h después, y otros genes como el de RC3/neurogranina y gephyrin
disminuyeron durante este periodo. Todos los genes examinados regresaron a niveles

basales después de 8 h. Estos cambios en la expresion de genes ocurrieron Unicamente
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cuando se presentaron el estimulo condicionado y el incondicionado de forma asociativa, y
no después del estimulo incondicionado solo o no apareado. El miedo condicionado activéd
un juego similar de genes en areas similares cuando el estimulo condicionado fue olfatorio
o visual (Ressler et al., 2002).

En estudios realizados mediante microarreglos se ha determinado en mamiferos,
que en el hipocampo se expresan diferencialmente a causa del aprendizaje en tareas de
laberintos y de condicionamiento clasico, una variedad de genes que codifican para
receptores, factores de crecimiento, moléculas de adhesion celular, moléculas de
sefnalizacion intracelular, factores de regulacion de la transcripcion de DNA, y otras
moléculas con funciones diversas o desconocidas (Luo et al., 2001; Cavallaro et al., 2001,
Cavallaro et al., 2002, Donahue et al., 2002 y Leil et al., 2002).

En otros trabajos se confirma la relevancia en la consolidacién de la memoria de
algunas de las proteinas antes citadas como los factores de crecimiento y las moléculas de
adhesion celular; las cuales estan relacionadas con los cambios plasticos asociados al
aprendizaje. Algunas de estas proteinas también parecen interactuar con las vias de
sefializacion que regulan la expresion de genes.

Por ejemplo, el entrenamiento de pollos en una tarea de evitacion inhibitoria en un
ensayo produce en las horas subsiguientes la fosforilacion de un sustrato de la PKC, la
proteina B-50 también conocida como GAP-43 (proteina asociada al crecimiento-43),
seguido de la expresion de genes tempranos (c-fos y c-jun), y un incremento en la sintesis
de glicoproteinas pre y postsindpticas, incremento en la densidad de espinas dendriticas,
sinapsis y numero de vesiculas sinapticas asi como un incremento prolongado en el disparo

neuronal, en diversas estructuras (Rose, 1991).

En ratones transgénicos se ha logrado un mejoramiento del aprendizaje en una tarea
de laberinto reforzada positivamente después de la sobre expresion de la proteina de
crecimiento GAP-43 que es sustrato axonal de la PKC, asi como en la LTP en el
hipocampo de este tipo de animales (Routtenberg et al., 2000). Las moléculas de adhesion
de células nerviosas (NCAM) relacionadas con la formacion sinaptica son polisializadas en
el hipocampo después del entrenamiento de los animales en tareas de aprendizaje espacial

(Fox et al., 1995; O’Connel et al., 1997). Incluso se ha reportado que esa polisialisacion de
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las NCAM es necesaria para la ejecucion adecuada en una tarea espacial y para la LTP
(Becker et al., 1996).

Estos resultados concuerdan con la demostracion de un incremento de las terminales
de la fibras musgosas en el estrato oriens del area CA3 del hipocampo a consecuencia del
entrenamiento en el laberinto espacial de Morris durante 3 dias (Ramirez-Amaya et al.,
1999).

Las infusiones bilaterales de anticuerpos anti-BNDF en el hipocampo dorsal
produjeron una disminucién en la activacion de ERK2 y CREB; asi como deterioro en la
MLP. La inhibicion de la activacion de ERK 1/2 por PD098059 produjo efectos similares y
también redujo la fosforilacion de CREB. Por otra parte, la administracion intrahipocampal
de BDNF recombinante humano increment6 la activacion de ERK1/2 y CREB; asi como
facilitacion de la memoria de largo plazo. Los tratamientos con anti-BNDF o BNDF no
afectaron la activacion de isoformas de PKC, AKT y PKA, sugiriendo que el BNDF ejerce
su funcion en la formacion de la memoria de largo plazo en el hipocampo al menos en parte
mediante la activacion de CREB (Alonso et al., 2002).

La administracion en el hipocampo dorsal de NGF (factor de crecimiento de
nervios) produjo mejoria de la memoria de largo plazo un una tarea de EI cuando se
administr6 a 0 y 120 min postentrenamiento. Dicha mejoria fue acompafniada de un aumento
en la actividad de MAPK en el hipocampo 30 min después de la inyeccion (Walz et al.,

2000b).

Perspectiva general de los mecanismos moleculares de la memoria.

Los estudios en invertebrados (Drosophila y Aplysia) y vertebrados (LTP, memoria
en pollo, rata y ratdén) indican que la consolidacion de la memoria involucra la activacion de
la via cAMP-PKA-CREB, de otras cinasas como las MAPK, CaMKII, PKC, PI3K, PKB y
que podrian haber interacciones entre ellas. La activacion de estas vias de sefializacion
parece controlar la expresion de genes tempranos y tardios dentro de los que se encuentran
factores de transcripcion, de crecimiento y de adhesion celular, receptores y moléculas de
sefializacion intracelular. Esto podria explicar porque la consolidacion de la memoria y los
fenomenos como la LTP y la facilitacion sinaptica en Aplysia dependen de la sintesis de

RNAm y proteinas.
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2.7 Papel del neoestriado en procesos de memoria y aprendizaje

Se considera que en su expresion mas amplia la memoria debe estar distribuida de
manera difusa en muchas areas del cerebro. Una de estas estructuras, el nicleo caudado o
neoestriado, ha sido estudiado exhaustivamente. Gran cantidad de trabajos han mostrado la
participacion del estriado en los procesos de memoria. Se ha demostrado que la
interferencia con la actividad normal del estriado produce una deficiencia significativa en
casi todos los tipos de respuestas condicionadas que se han estudiado. Dicha interferencia
se ha inducido utilizando una diversidad de técnicas de lesion (Divac y Oberg, 1979;
Dunnet e Iversen, 1981; Glick y Greenstein, 1973; Kirkby y Kimble, 1968; Mitcham y
Thomas, 1972; Sanberg et al., 1979; Sandberg et al., 1984; Winocur, 1974), asi como otros
métodos que interfieren con la actividad electrofisiologica de la estructura, tales como la
estimulacion eléctrica y la aplicacion de cloruro de potasio (Prado-Alcald y Cobos-Zapiain,
1979; Prado-Alcaléd et al., 1973, 1975, 1980; Wyers y Deadwyler, 1971; Wyers et al.,
1973).

Aunque esos estudios indicaban que el funcionamiento normal del estriado es
necesario para el establecimiento de la memoria, no dieron evidencias acerca de los
mecanismos implicados en tal funcion; sin embargo sentaron las bases experimentales para
estudios tendientes a determinar los eventos neuroquimicos que podrian ocurrir durante el
aprendizaje y la memoria. Por ejemplo se demostr6 que las alteraciones de la actividad
dopaminérgica (Kim y Routtenberg, 1976; Fibiger et al., 1974; Staubli y Huston, 1978),
GABA¢érgica (Salado-Castillo y Prado-Alcald, 1987) y colinérgica (Haycock et al., 1973;
Neill y Grossman, 1970; Prado-Alcala et al., 1972) estriatales también producen
deficiencias mnémicas.

Dado que la dopamina, el GABA y la acetilcolina son los principales
neurotransmisores que regulan la actividad del sistema nigroestriatal, algunos datos
experimentales sugirieron que este sistema esta criticamente involucrado en los procesos de
los que depende el establecimiento de la memoria. Asi, el bloqueo de la actividad
GABA¢érgica de la sustancia nigra (Cobos-Zapiain et al., 1996; Kim y Routtenberg, 1976) y
el tratamiento combinado de un bloqueador dopaminérgico con la aplicacion intraestriatal

de atropina (Rivas y Prado-Alcald, 1985) producen amnesia.
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La inyeccion de drogas anticolinérgicas en la region antero-dorsal del estriado
produce un efecto amnésico en la adquisicion y retencion de tareas condicionadas
instrumentales (Bermudez-Ratoni et al., 1986; Prado-Alcald y Cobos-Zapiain, 1977; Prado-
Alcaléd et al., 1972, 1980, 1981, Giordano y Prado-Alcald, 1986). En contraste, no se
encontraron deficiencias conductuales cuando los mismos tratamientos fueron
administrados en otras regiones cerebrales, como los ventriculos laterales (Prado-Alcalé et
al.,, 1972), la amigdala (Prado-Alcalda y Cobos-Zapiain, 1977) o la corteza parietal
(Bermudez-Rattoni et al., 1986).

También se ha descrito que como consecuencia del entrenamiento de evitacion
inhibitoria hay un incremento en la sintesis de proteinas detectado como un incremento en
la incorporacion de (35 S) metionina (Aleman et al., 1982) y de receptores muscarinicos
(Ortega et al., 1996) en el estriado.

En el neoestriado se ha reportado que después del entrenamiento en diferentes tareas
de aprendizaje se induce la fosforilacion de CREB y la expresion de c-fos (Colombo 2004).

Sin embargo se sabe muy poco de los eventos moleculares que ocurren en esta
estructura durante el aprendizaje y la memoria en comparacion con otras estructuras como

el hipocampo.

2.8 La tecnologia de microarreglos.

Como se menciond con anterioridad, se sabe que la memoria de largo plazo es
bloqueada por inhibidores de la trascripcion y la traduccion, indicando que es dependiente
de la expresion de genes de novo. Ademas que las proteinas sintetizadas durante la
consolidacion de la memoria pueden contribuir a reestructurar los procesos en la sinapsis y
por lo tanto a reestructurar la transmision sindptica mas alld de la duracion de la memoria
de corto plazo. Sin embargo para poder entender el proceso de consolidacion de la
memoria, es necesario obtener informacidon sobre la identidad y especificidad de las
proteinas requeridas. La cantidad de una proteina particular es reflejada frecuentemente por
la abundancia de su RNAm, por lo tanto midiendo los cambios diferenciales de esta ultima,

se pueden identificar las proteinas que posiblemente se requieren (Cavallaro et al., 2001).
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Los microarreglos de DNA sirven como una herramienta que permite cuantificar la
abundancia del RNAm de cientos o miles de genes en modo paralelo a diferencia de otras
metodologias tradicionales. Un microarreglo de DNA consiste de una cuadricula sobre un
material de soporte, en la cual dentro de cada uno de los cuadros que la componen hay una
secuencia de DNA unico. Cada una de las secuencias de DNA en el microarreglo
corresponde a un RNAm particular. El RNAm o total de las muestras sirve de molde para
sintetizar un DNA complementario marcado (por ejemplo con nucleétidos radioactivos)
que se hibrida al microarreglo. La intensidad de la marca en cada elemento del
microarreglo es proporcional a la abundancia en la muestra del RNAm correspondiente
(Cavallaro et al.,2002)

Sin embargo, a pesar de las ventajas de los microarreglos, es ampliamente
reconocido que hay una variabilidad de los resultados que se obtienen entre diferentes
laboratorios, usuarios y plataformas. Esto es debido a la variabilidad biologica y a los
artefactos introducidos en cada una de las etapas de la técnica. Ademas su rango dindmico
lineal es reducido, este se refiere al intervalo en el cual la intensidad de la sefal de
hibridacion guarda una proporcional lineal con la abundancia del RNAm. Por lo anterior,
los microarreglos deben considerarse una herramienta de tamizaje inicial y debe verificarse
por métodos independientes que los genes de interés estén realmente expresados de forma
diferencial y en que grado (Simon et al., 2002; Huang et al., 2001; Rajeevan et al., 2001;
Hasslett et al., 2002; Petricoin et al., 2002).
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3. JUSTIFICACION

Se sabe que el nucleo caudado es muy importante para la formacion de la memoria
de largo plazo e interviene en la evocacién de la memoria. Sin embargo muy poco se sabe
de los eventos moleculares que ocurren en ¢l durante la consolidacion de la memoria. A
pesar de que algunos de los mecanismos de la consolidacion de la memoria parecen estar
conservados filogenéticamente, podrian haber diferencias entre estructuras en las moléculas
que participan (Cavallaro et al., 2002b). La tecnologia de microarreglos ha mostrado ser
una valiosa herramienta para determinar la expresion diferencial de genes que ocurren
durante la consolidacion de la memoria, por lo que resulta de interés su uso en el

neoestriado.

4. HIPOTESIS

El entrenamiento de las ratas en una tarea de aprendizaje de evitacion inhibitoria en
un ensayo inducira cambios detectables en la expresion de genes en el neoestriado 3 horas
después de concluida la tarea.

5. OBJETIVOS

Determinar qué genes del neoestriado estan involucrados en la consolidacion de la

memoria de largo plazo.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Tarea de Aprendizaje

En virtud de que el objetivo de esta tesis fue determinar la posible induccion de
genes en el estriado como consecuencia de la consolidacion de la memoria, era de vital
importancia definir una situacion de aprendizaje en la que se pudieran descartar posibles
cambios en la produccion de genes asociados a otros factores como los estimulos
sensoriales, la actividad motora o el estrés. Siendo este ultimo posiblemente uno de los
factores a controlar mas importantes. Ademas la tarea deberia ser aprendida en un solo
ensayo para poder determinar el tiempo de inicio del proceso de consolidacion de la
memoria.

Para cumplir con este objetivo, parte de esta tesis se inicid, precisamente, con la
busqueda de una tarea de aprendizaje que permitiera disociar los efectos de la
consolidacién de la memoria, de aquellos que pudieran producirse por otros factores. Para
ello, disefiamos y modificamos varios modelos conductuales, hasta que implementamos un
disefio que nos permitié someter a la prueba experimental el objetivo propuesto (ver

apéndice A).

La tarea de aprendizaje empleada fue la de evitacion inhibitoria, en la cual
aproximadamente 90% de los sujetos entrenados recuerdan la experiencia del
entrenamiento cuando se mide la retencion a las 24h (ver Apéndice A). Para poder estudiar
los cambios en la expresion de genes que ocurren durante el proceso de consolidacion esta
caracteristica se considera muy importante debido a que permite asumir que los animales
entrenados aprendieron y se encontraban consolidando la tarea (al menos un alto

porcentaje) en ausencia de posibilidad de probar la retencion.

Aparatos.

Camara de condicionamiento de evitacion inhibitoria. El condicionamiento se llevo

a cabo en una camara de evitacion inhibitoria (Fig. 2), que consta de dos compartimentos

construidos en acrilico rojo transparente que permite observar la conducta de los animales
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mientras realizan la tarea; cada uno mide 30cm x 30cm x 30cm y estan separados por una
puerta tipo guillotina. EI compartimiento de seguridad (A) se encuentra iluminado con un
foco de 10 Watts adherido a la tapa, el piso lo forma una ldmina de acrilico corrugado de
color blanco. El compartimiento de castigo (B), es oscuro, el piso y las paredes lo forman
dos laminas de acero que forman una “V” hacia el centro del piso, entre las cuales hay 1.5
cm de separacion, mismas que pueden ser electrificadas por encontrarse conectadas a un
estimulador de pulsos cuadrados, conectado a una unidad de corriente constante. La cdmara
de condicionamiento estuvo localizada en un cuarto sonoamortiguado y oscuro provisto de
un enmascarador de ruido.

El choque producido por el estimulador fue de 1.0 mA, con pulsos de 50 ms,

frecuencia de 10 pulsos por s y un tren de 10 s de duracion.

A B
A
Loy
Fig. 2 Camara de evitacion inhibitoria Fig. 3 Camara de Choque

Cdamara de Choque. Consiste en una caja de acrilico transparente de 25c¢m de ancho,
30cm de largo y 28 cm de altura, el piso lo forma una rejilla de tubos de aluminio de 0.5 cm
de diametro, separados por una distancia de 1.5cm de centro a centro, los cuales pueden ser
electrificados con el mismo estimulador usado para la cdmara de evitacion inhibitoria (Fig.
3). Esta camara esta localizada en un cuarto sonoamortiguado diferente del de la camara de

evitacion inhibitoria.
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Procedimiento.
La primera parte del procedimiento consistioé en la manipulaciéon de los animales (3
a 5 min diarios) durante 2 dias previos a la sesion de entrenamiento (adquisicion), con el fin

de facilitar el manejo de los animales.

La tarea de evitacion inhibitoria consistidé en introducir al animal en el
compartimiento A de la cdmara de evitacion inhibitoria durante 10 s; una vez transcurridos
se abrid la puerta y se registro el tiempo que tarda el animal en pasar al compartimento B
(latencia de entrada). Cuando el animal hubo pasado con las cuatro patas al compartimento
B se cerrd la puerta y en ese instante se le administr6 un choque eléctrico de 1.0 mA
durante 5 s; después se abrid la puerta manteniendo el choque encendido otros 5 s, y se le
permitié escapar al compartimento A, registrandose el tiempo transcurrido (latencia de
escape); una vez que el animal escapo se le retuvo en el compartimento A durante 30 s y

después se regreso a su caja habitacion y se dio por concluida la sesion.

En el dia del entrenamiento se definieron 2 grupos, uno experimental y uno control.
Se introdujo a las ratas ambos grupos a la cdmara de choque, en la cual solo el grupo
control recibidé choque. Diez min después ambos grupos se entrenaron en la tarea de
evitacion inhibitoria (descrita anteriormente) pero solo en el grupo experimental se aplico el
choque.

Las duraciones de choques administrada a cada una de las ratas control se apareo
con la duracion de los choques recibida por cada una de las ratas experimentales (5s mas la
latencia de escape).

El objetivo fue que los estimulos recibidos por ambos grupos fueran lo mas
parecidas entre si pero que so6lo el grupo experimental pudiera aprender la tarea, esto para
homogenizar los posibles efectos sobre la expresion de genes estriatales debida a la
aplicacion del choque eléctrico, a la actividad motora desplegada por las ratas en la cdmara
de evitacion inhibitoria. En otras palabras, este grupo fue sometido a los mismos estimulos
y desarrolld la misma actividad motora que el grupo control, pero no establecio la
asociacion choque-respuesta necesaria para el aprendizaje y la subsecuente formacion de la

memoria. Ademas en este grupo la rejilla en el compartimiento A de la cadmara de evitacion
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pasiva se cubri6 con una placa de acrilico, para evitar que haya podido asociar la rejilla con
el choque recibido en la camara de choque.

El uso de una sola camara para dar el choque a ambos grupos solo permitiria
controlar el choque, pero no otros estimulos sensoriales ni la actividad motora. Ademas
posiblemente no podria demostrarse conductualmente que el grupo control no aprende la
tarea, ya que durante una sesion de retencion estos animales podrian evitar entrar al sitio

donde anteriormente recibieron el choque.

6.2 Diseccion

La diseccion se realizdO en un cuarto a temperatura ambiente; las ratas fueron
sacrificadas por decapitacion con guillotina, después de lo cual el cerebro fue extraido
cortando el craneo por la parte media sagital superior.

Una vez obtenido el cerebro se realizdo un corte coronal del cerebro en el punto
donde se bifurca el nervio Optico. En el fragmento anterior se encontraron los dos
neoestriados, separados entre si por el septum y rodeados de corteza, por lo que se procedid
a delimitar y extraer dichos nucleos. Los tejidos fueron colectados en tubos de 1.5 ml con
Iml de Trizol (Invitrogen) e inmediatamente homogenizados con una jeringa para insulina

para inhibir la actividad RNAsa y guardados a -70°C hasta su proceso posterior.

6.3 Preparacion del RNA
El RNA total fue aislado de un poeol de ntcleos caudados (10 ratas por grupo)
mediante el método del trizol, tratado con DNAsa I y posteriormente purificado con el kit

Rneasy mini (Qiagen).

A. Extraccion de RNA total

Se juntaron los homogenados de cada grupo en tubos conicos de 15ml. De cada
tubo conico se tomo6 un volumen de 3ml, que se repartido en 3 tubos de 1.5ml. Con cada
tubo se siguio el procedimiento descrito por el fabricante. Este consiste en la extraccion de
RNA total con una mezcla de fenol, isotiocianato de guanidina y cloroformo a pH acido,

seguido por la sedimentacién con isopropanol, lavado con etanol, después de lo cual se
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juntaron los pellets correspondientes al mismo grupo en un solo tubo y se resuspendieron

en agua libre de RNAsas. El RNA fue cuantificado por espectrofotometria.

B. Tratamiento del RNA total con RNAsa

El RNA obtenido fu tratado con DNAsa I libre de RNAsa (Promega) para evitar la
contaminacion con DNA (1U para 10 pug de RNA) en un volumen final de 50 pl e incubado
a 37°C por 30 min.

C. Purificacion del RNA

El RNA tratado con DNAsa I fue purificado con el kit RNEasy mini (Qiagen) y para
ello se diluy6 en buffer RTL-ME (20 Vol de RTL-ME) y luego en un volumen de etanol al
70% para proporcionar las condiciones apropiadas para la uniéon del RNA a una membrana
de silica-gel, posteriormente se lavd una vez con el buffer RW1 y 2 veces con el buffer
RPE. Finalmente se eluy6 con agua libre de RNAsas.

El RNA fue cuantificado por espectrofotometria y almacenado a —80°C.

D. Posteriormente se analizd el RNA por electroforesis en gel, colocando 1ug de
RNA en un gel de formaldehido/agarosa/bromuro de etidio para corroborar la calidad del

RNA.

E. A continuacion el RNA se utiliz6 como templado en una reaccion de PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) con “primers” para el gen de actina. El RNA puede
ser considerado como libre de contaminacion con DNA gendmico si no se observan bandas
visibles en un gel de agarosa /Bromuro de etidio, después de 35 ciclos. En la reaccion se
incluy6 una muestra con DNA como control positivo y una reacciéon empleando agua como

control negativo.

F. Como una prueba complementaria para verificar la calidad del RNA y descartar
la presencia de impurezas que pudieran inhibir a la transcriptasa reversa empleada en el
ulterior procedimiento de sintesis de la sonda marcada radioactivamente, se realizd una

reaccion de RT-PCR para el gen de actina para los RNAs utilizados. La retrotranscripcion
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(RT) se llevo a cabo en un periodo de 60 min a 42 °C, con una etapa previa de 5 min a 65
°C para desnaturalizar estructuras secundarias, y otra final de 3 min a 94 °C para inactivar a
la enzima transcriptasa reversa. El volumen de la mezcla de reaccion fue de 25 pl
conteniendo 5 pg de RNA total, 5 ul buffer 5 X (Tris-HCI 250 mM pHS8.3, KCI 375 mM,
MgCl; 15 mM y DTT 50 mM), 200 nM de cada dNTP, 8 U de inhibidor de ribonucleasas
RNasin (Promega), 400 nmol de un oligonucleodtido iniciador dT y 50 U de enzima
transcriptasa reversa M-MLV (Promega). La reaccion de PCR a partir de los productos de

reaccion de la RT se realizaron mediante el procedimiento arriba descrito.

6.4 Preparacion de las sondas de cDNA

A. Sintesis de las sondas a partir del RNA total.

Para la sintesis de las sondas marcadas con **P se utilizo el kit Atlas Rat 1.2 I
(Clonetech). Para ello se hace la transcripcion reversa de cada poblacion de RNA usando
una mezcla de “primers” especificos para cada gen. El RNA (2-5pg) junto con la mezcla de
primers se incuban por 2 min a 70°C y luego otros 2 min a 50°C. Se completa la mezcla de
reaccion de 20ul conteniendo 4ul de Reaction Buffer (Tris-HCI 250mM pH 8.3, KCI
275mM, MgCl, 15mM) 2ul de 10X dNTP Mix (dCTP, dGTP, dTTP 5SmM cada uno), 1ul
de DTT (100mM), 5ul de [a-**P] dATP (3000Ci/mmol, 10uCi/ul) y 2l de MMLV-RT. Al
final se detuvo la reaccion agregando 10X Termination Mix (EDTA 0.1M pH 8.0, Img/ml

de glicogeno) y se procediod a la cromatografia en columna.

B. Cromatografia en Columna

Para purificar el cDNA marcado de los nucle6tidos no incorporados marcados con
2p y fragmentos pequefios de cDNA (<0.1 kb) se utilizaron las columnas NucleoSpin
(proporcionadas en el kit) y se agrego la sonda diluida con buffer NT2, se lavé 4 veces con
el buffer NT3, se eluy6 con buffer y la actividad de la sonda en un contador de centelleo.

Las sondas se almacenaron a —20°C hasta su uso.
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6.5 Procedimiento de hibridacion

Se empled el filtro comercial Atlas™ Rat 1.2 Array II, el cual incluye 1176 cDNAs
de rata

A. Prueba de hibridacion a una membrana blanco.

Antes de hibridar las sondas marcadas de cDNA al Atlas Array, se reviso la calidad
de cada sonda hibridandola a una membrana control de nylon (blanco). Esto para estimar el

nivel de fondo inespecifico resultantes de las impurezas de las muestras de RNA.

B. Hibridacion de las sondas de cDNA al Atlas Array

El Atlas array se coloco en una botella de hibridacion a prehibridar por 30 min a
68°C en una solucion de hibridacion compuesta de Sml de ExpressHyb y 0.5mg de DNA de
testiculos de salmon desnaturalizado por calor a 95-100°C. Se desnaturalizé la sonda
agregando 10X denaturing solution (NaOH 1M, EDTA 10mM) e incubando a 68°C por 20
min. A la sonda desnaturalizada se agregd Cot-1 DNA y 2X neutralizing solution (1M
NaH,;PO4 pH 7.0) y se incub6 10 min.

Se agregd la sonda a la solucion de hibridacion y se dejo en agitacion continua a
68°C toda la noche. Al dia siguiente se desecho la solucion de hibridacion y se realizaron
cuatro lavados de 30 min en agitacion continua a 68°C con Solucion de Lavado 1 (2X SSC,
1% SDS) precalentada a la misma temperatura, un lavado de 30 min con Soluciéon de
Lavado 2 (0.1X SSC, 0.5 SDS) a 68°C y un lavado final de 5 min con agitacion a
temperatura ambiente con SSC 2X (NaCl 0.3M, NasCitratoe2H,0 30 mM).

Inmediatamente se envolvid la membrana humeda en un recipiente de plastico
hermético y se expuso a la pantalla de “phosphorimaging” a temperatura ambiente. Esta
pantalla fue leida después del tiempo de exposicion en un “phosphoimager” (Molecular

Dynamics, Storm 860).

C. Eliminacion de las sondas de cDNA del Atlas Array.
Con la finalidad poder volver a usar la membrana en subsecuentes experimentos se
eliminaron las sondas de cDNA radiomarcadas unidas a la misma. Las membranas se

hirvieron por 5-10 min en SDS 0.5% y después de dejarse enfriar por 10 min se lavaron con

Soluciéon de Lavado 1 (2X SSC, 1% SDS). Después de verificar la eficiencia de la
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eliminacion de la sonda radiomarcada se colocé la membrana en un contenedor de
hibridacion para proceder con el siguiente experimento de hibridacion. Alternativamente el
Atlas Array fue sellado y almacenado en un envoltorio de plastico a —20°C hasta ser

requerido.

El procedimiento de hibridacion con el cDNA obtenido del RNA de los grupos
Experimental y Control, descritos en el la tarea conductual se repitieron en tres ocasiones
para asegurar la confiabilidad de los resultados de expresion diferencial de genes entre

estos dos grupos.

6.6 Analisis de los microarreglos

Las imagenes de la hibridacién obtenidas mediante el “phosphoimager” fueron
analizadas para su cuantificacion mediante el software ImageQuant 5.0 (Molecular
Dynamics).

En el proceso de cuantificacion de las sefiales de hibridacion en la imagen se realizo
la estimacion de la sefial de fondo (“background”) que es generalmente considerada
necesaria para realizar la correccion de la sefial de fondo. La motivacion de esta correccion,
es que la senal del spot incluye una contribuciéon que no es debida a la hibridacién
especifica de la sonda marcadas de cDNA a sus complementarios en las membranas. La
finalidad es mejorar la precision de la medicion de la senal y reducir el sesgo (Yang et al.,
2002a). La senal de fondo por lo general debe ser eliminada de la sefial del “spot” para
evitar que interfiera en la cuantificacion de la expresion de los genes.

Para elegir el método mas adecuado para la correccion de la sefial de fondo se hizo
un andlisis grafico de la distribucion espacial de la sefial de fondo con ayuda del software

bioconductor para R (www.bioconductor.org). Dicha correccion se realizo con el software

ImageQuant 5.0.
Antes de poder determinar si hubo expresion diferencial entre la condicidon control y

la experimental, fue necesario tomar en consideracion la variabilidad sistematica

introducida durante el proceso de medicidon que pueden obscurecer las sefiales bioldgicas de
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interés. La variabilidad en el proceso de medicion se origina en las multiples etapas de la
adquisicion de los datos, como en la manufactura de los microarreglos, la preparacion del
RNA de las muestras biologicas y la generacion de las sondas marcadas, la hibridacion, la
digitalizacion de la imagen y el andlisis de la misma. Aunque muchos de estos errores son
comunmente relativamente pequenos, los efectos combinados pueden ser significativos. Por
lo tanto generalmente pueden esperarse variaciones en la expresion de un gen dado a lo
largo de diferentes hibridaciones usando la misma muestra de RNA (Parmigiani et al.,
2003; Dudoit et al., 2002).

Para remover los efectos de la variacion sistematica, otras que la expresion
diferencial se usa un proceso denominado normalizacion (Dudoit y Yang, 2003). Se asume
que en promedio los genes no cambian su nivel de expresion en las muestras biologicas a
ser probadas, y que la mayoria de los genes no son expresados diferencialmente o que
gruesamente en conjunto los genes regulados a la alta y a la baja cancelan el efecto de la
expresion. El término normalizacion en el sentido empleado aqui no implica la suposicion
de una distribucion normal de los datos.

Sin embargo en algunos métodos de normalizacién como el empleado en este
trabajo, los datos transformados a escala logaritmica para: 1) Para hacer que los datos se
distribuyan mas uniformemente a lo largo de los rangos de intensidad, 2) para que la
distribucion de los errores experimentales sean aproximadamente normales, 3) para que la

distribucion de las intensidades tengan una forma aproximada de campana.

Los datos fueron normalizados con los paquetes de software Bioconductor para R

(www.bioconductor.org) de acuerdo al método propuesto por Dudoit y Yang (2003) y

también se realizo en analisis grafico con las graficas diagnosticas propuestas por ellos de
los datos antes y después de la normalizacion para determinar si se corrigieron las fuentes

de variabilidad sistematica.

Con los datos normalizados, se seleccionaron arbitrariamente aquellos genes cuyo
cambio en el nivel de expresion fuera igual o superior a 1.5 veces (que corresponde a un
incremento o disminucion de mas del 75% en la expresion) y que dicho cambio fuera

consistente en los 3 experimentos.
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7. RESULTADOS
Preparacion del RNA

La cantidad del RNA total extraido de los estriados experimental (E) y control (C)
de los 3 experimentos fue adecuada para la sintesis del cDNA radiomarcado (Tabla 1), y la
calidad fue buena ya que no se ve degradado tal como muestra en la siguiente imagen (Fig.
4), en donde se observan las bandas en gel de agarosa al 1% incorporadas con bromuro de

etidio (0.5ug/ml) correspondientes a los fragmentos 28S y 18S.

Experimento Grupo Concentracion de RNA (ug/ul)
1 Experimental 0.8
Control 2.08
2 Experimental 0.92
Control 0.96
3 Experimental 0.81
Control 0.64

Tablal. Concentracion del RNA total obtenido de los neoestriados de los grupos controles

y experimentales de los tres experimentos.

Expl Exp2 Exp3
E C E C E C

Fig 4. Electroforesis de RNA total en gel
de agarosa (1%) con bromuro de etidio
(0.5 ug/ml).

RNA total extraido de los estriados experimental (E) y control (C) de los 3
experimentos se encuentra libre de contaminaciéon con DNA gendmico ya que no se
produjo una banda visible en un gel de agarosa/bromuro de etidio después de 35 ciclos de
una reaccion de PCR para el gen de actina (ver Fig. 5) (carriles 1 y 2 para el RNA del
experimentol; carriles 9 y 10 para el RNA del experimento2; carriles 13 y 14 para el RNA
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del experimento 3) sin embargo el RNA es de la calidad suficiente para generar por
retrotranscripcion templados de ¢cDNA para la PCR (carriles 3 y 4 para el RNA del
experimentol; carriles 7 y 8 para el RNA del experimento 2; carriles 11 y 12 para el RNA
del experimento 3), los carriles 5 y 15 corresponden a controles negativos y los carriles 6 y

16 a controles positivos.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 13 14 15 16

Fig 5. Electroforesis del producto de PCR con oligonucledtidos especificos para
amplificar actina, en gel de agarosa (1.2 %) con bromuro de etidio (0.5ug/ml).

Hibridacion en los microarreglos

En el primer experimento se observo que la hibridacion de la sonda radiomarcada a
las membranas tenia sefiales débiles (imagen no mostrada); esto pudo ser causado por una
diversidad de factores. Dentro de los factores que influyen en el resultado final se
encuentran la calidad del RNA, éste no debe estar degradado o contener impurezas que
inhiban a la enzima que realiza la retrotranscripcion, lo cual no parece ser el caso ya que las
pruebas realizadas para verificar la calidad del RNA indican lo contrario. Adicionalmente,
la medicion en el contador de centelleo de la sonda purificada permite inferir que la sonda
de cDNA fue sintetizada y el nucleotido radiomarcado se incorpord a las mismas, ya que la
cantidad de radiacion emitida por la sonda se encontr6 dentro del rango esperado de 2-10 X
10° CPM. En parte la debilidad de las sefiales pudo ser debida a un bajo nivel de
abundancia de las diferentes poblaciones de RNAm en el sistema experimental (tejido del
nucleo estriado), por lo que para este experimento se volvieron a exponer las membranas a
la pantalla de “phosphorimaging” durante 7 dias en lugar de las 24 h usadas inicialmente
(Fig. 6). En los experimentos subsecuentes se emplearon estos tiempos de exposiciéon mas
largos a la pantalla de phosphorimaging y adicionalmente se cambio el [o-"°P] dATP

(3000Ci/mmol, 10uCi/pul) por el mismo nucledtido con mayor actividad especifica (6000

39



Ci/mmol, 10puCi/pl). Estas modificaciones permitieron una mejoria en la intensidad de las

sefales de hibridacion de las sondas marcadas a la membrana (Figs. 7,8,9).

Fig. 6. Hibridacion de las sondas marcadas
con (0-*P) dATP, (3000Ci/mmol,
10uCi/ul) del grupo control (A) y
experimental (B) del experimento 1 en los
microarreglos.

Fig. 7. Hibridacion de las sondas marcadas
con (0-2P) dATP, (6000Ci/mmol,
10pCi/ul) del grupo control (A) vy
experimental (B) del experimento 2 en los
microarreglos.

Fig. 8. Hibridacion de las sondas marcadas
con (a-°P) dATP, (6000Ci/mmol,
10pCi/ul) del grupo control (A) y
experimental (B) del experimento 3 en los
microarreglos.

Fig. 9. Repeticion de la hibridacion de las
sondas marcadas con (0-?P) dATP,
(6000Ci/mmol, 10uCi/ul) del grupo
control (A) y  experimental (B) del
experimento 3 en los microarreglos.
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Analisis de los microarreglos

El andlisis de los microarreglos consistid0 en varias etapas descritas en la
metodologia. Se analizaron las imagenes de las Figs. 6 a 9 y se cuantificaron las sefales de
hibridacion de los microarreglos, posteriormente los datos fueron normalizados y se
hicieron las comparaciones entre los niveles de expresion entre los grupos control y

experimental.

Para la cuantificacion de la expresion a partir de las imagenes obtenidas de eligié un
método de correccion de la sefial de fondo que utiliza la sefial de fondo local, en lugar de
métodos que corrigen para una sefial de fondo global, ya que estas Gltimas asumen una
sefial de fondo homogénea. Como puede observarse en la representacion grafica de la
distribucion espacial de la sefial de fondo en las membranas de los microarreglos de las
condiciones control y experimental de los tres experimentos (Fig. 10), la sefial de fondo no
es homogénea en toda la membrana, y existen diferencias en la sefial de fondo entre las
condiciones control y las experimentales para los 3 experimentos que pueden introducir

sesgos en la cuantificacion.
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Fig. 10. Representacion grafica de distribucion espacial de la sefial de fondo (“background”) en los microarreglos.
Gbl (Experimento 1 condicion control), Rbl (Experimento 1 condicion experimental), Gb2 (Experimento 2
condicion control), Rb2 (Experimento 2 condicién experimental), Gb3 (Experimento 3a condicion control), Rb3
(Experimento 3b condicion experimental), Gb4 (Experimento 3b condicion control), Rb4 (Experimento3b condicion
experimental).
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Fig. 11. Graficas de caja de la distribucion de los valores de M [Log, (Experimental/Control)] de los
datos no normalizados agrupados para cada uno de los 6 sectores del microarreglo, en los 3
experimentos.

Dentro de las graficas diagndsticas se encuentran aquellas de caja en las que pueden
observarse diferencias sistematicas (no debidas a diferencias de expresion) en la intensidad
de la senal entre la membrana de la condicion experimental y la de la condicion control, asi
como diferencias espaciales en la distribucién espacial relacionadas a impresion del
microarreglo en la membrana.

En la Fig. 11 se muestran graficas de caja para los experimentos del 1 al 3 (el 3 se
hibridé por duplicado 3a y 3b). El eje X corresponde a cada uno de los seis sectores de la
membrana del microarreglo (A,B,C,D,E,F) en los que se ubican los genes. En el eje Y se
encuentra el del valor M (M=Log, (Experimental/Control)); que corresponde al logaritmo
de base dos del conciente entre la cantidad expresion en la condicion experimental y la
expresion en la condicion control para cada uno de los genes ubicado en el sector
correspondiente. En la escala logaritmica de base2, un valor de M=0 equivale a no cambio

en la expresion entre la condicion experimental y la condicidon control.
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Asumiendo que la mayor parte de los genes no cambian su expresion, la mediana de
los datos de cada sector deberia ubicarse en cero, y las desviaciones de la mediana de este
punto pueden entonces atribuirse a diferencias sistematicas entre el microarreglo de la
condicion control y la experimental diferentes de la expresion diferencial. Como puede
observarse en la grafica existen diferencias por sectores entre las medianas, y hay un
desplazamiento global de dicha medida en las graficas de los experimentos 2 y 3b de las
medianas hacia valores de M negativos. Esto sugiere la presencia variacion sistematica en
la cuantificacion de la expresion que es dependiente de la posicion espacial, asi variaciones

sistematicas globales entre las membranas en comparacion.

En la Fig. 12, se muestran graficas similares a las de la Fig. 11, pero con los datos
normalizados. Como puede observarse se corrigen las diferencias sistematicas dependientes
de la distribucion espacial, asi como las globales en la cuantificacién del nivel de expresion

de los genes entre los microarreglos experimental y control para los tres experimentos.
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Fig. 12. Graficas de caja de la distribucion de los valores de M [Log, (Experimental/Control)] de los
datos normalizados agrupados para cada uno de los 6 sectores del microarreglo, en los 3
experimentos.
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Los datos de expresion son desplegados tipicamente mediante graficas de dispersion
en las que se grafica el logaritmo base 2 de la intensidad de la condicidon 1 versus la
intensidad de la condicion 2. Sin embargo se ha reportado que tales graficas tienden a dar
un sentido de concordancia poco realista entre la condicioén 1 y 2 y que pueden enmascarar
algunas caracteristicas relevantes de los datos. Una alternativa son las graficas MA, las
cuales son mas reveladoras en términos de identificar artefactos y para propositos de
normalizacion (Dudoit y Yang 2003). Una grafica MA, es una grafica del cociente
logaritmico de las dos intensidades de expresion, versus la media del logaritmo de la
expresion de los dos.

En las graficas de dispersion MA, puede observarse el efecto de la intensidad de la
sefal sobre los valores de M que representa la relacion de cambio en la expresion entre las
condiciones experimental y control. En el eje de las Y se encuentra el valor de M y en el eje
de las Y el valor A , que equivale a (Log,Experimental + Log, Control)/2.

Como puede observarse en las graficas MA de los datos no normalizados agrupados
por sector en el microarreglo, existen sesgos en los cocientes dependientes de la intensidad,
en el experimento 2 (Fig.13), estos se corrigen después de la normalizacion (Fig. 14).

La silueta en forma de “cola de pescado” de las graficas MA de las Figs. 13 y 14
indican una creciente variabilidad de los cocientes conforme la intensidad de la sefal es
menor, resultando en cocientes mas extremos conforme nos acercamos a niveles de
intensidad de la sefial de hibridacion cercanos a la sefial de fondo. Sin embargo, en

conjunto las graficas diagnosticas indican que la normalizacion es aceptable.
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Fig. 13. Grafica de dispersion MA de los datos sin normalizar de los genes
agrupados por sector en el microarreglo para los 3 experimentos. En el eje Y se
encuentra el valor M (logy(control/experimental)) que corresponde al grado de
diferencia en la expresion entre las dos condiciones; en el eje de las X se encuentra
el valor A= (log, control + log, experimental)/2, que corresponde al promedio de la
intensidad de la sefial de expresion de ambas condiciones.
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Fig. 14. Grafica de dispersion MA de los datos normalizados de los genes
agrupados por sector en el microarreglo para los 3 experimentos. En el eje Y se
encuentra el valor M (log,(control/experimental)) que corresponde al grado de
diferencia en la expresion entre las dos condiciones; en el eje de las X se
encuentra el valor A= (log, control + log, experimental)/2, que corresponde al
promedio de la intensidad de la sefial de expresion de ambas condiciones.
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En el analisis de la expresion diferencial, se encontré que 3 h horas después de someterse a

la tarea de aprendizaje los animales presentan cambios consistentes a lo largo de los 3

experimentos de mas de 1.5 veces en los niveles de¢ RNAm en 13 de los 1176 genes

analizados al compararse con la condicion control .

De estos genes 4 presentan un incremento en la expresion, mientras que 9 tienen

una disminucion (Tabla 2).

Gen

Num de acceso

Cambio en la expresion

Modulador del elemento de respuesta a | U04835 Al15+02
cAMP (CREM).

Hairless. U71293 A19+03
Proteina tipo fosducina (PhLP). AF080433 A28+04
Dinamina 1. X54531 A2.6+0.7
Pax 8. X94246 V51+25
Proteina de dedos de zinc 386 tipo | U67082 ¥23+0.6
Kruppel (Znf386).

Factor de transcripcion relacionado a | L35271 V1.7+0.2
Runt-1 (Runx1).

Acido graso-Coenzima A ligasa, cadena | AB012933 ¥22+03
larga 5 (Facl5).

Enzima biosintética 3 de coenzima Q | L20427 V27+0.6
(Coq3).

Metionina adenosiltransferasa I, alpha | X15734 V2.7+1.0
(Matla)

Proteina salival tipo prohormonal SMR1- | X77815 V1.8+0.3
alpha?2.

Homologo 9 de MAD en Drosophila | AF012347 V1.6+0.2
(Madh9)

Metaloproteinasa de matriz 12 (Mmp12) | X98517 V4.1+25

Tabla 2. Genes expresados diferencialmente entre los grupos control y experimental, en los

tres experimentos. Los cambios en la expresion se muestran como veces de cambio con

respecto al control + el error estandar de la media.
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8. DISCUSION

En el presente trabajo se propuso el objetivo de identificar genes asociados a la
consolidacién de la memoria en el neoestriado. Para ello hicimos uso de la técnica de
microarreglos, la cual permite determinar los genes que modifican su expresion en una
condicidn versus otra condicion.

Para la identificacion de los genes que participan en los procesos de aprendizaje y
memoria, se han empleado diversas tareas de aprendizaje. Sin embargo la mayoria de esas
tareas requieren de varios ensayos, esto las hace inadecuadas para el estudio de los genes
que participan en la consolidacion de la memoria, ya que es imposible delimitar
temporalmente el inicio de la misma. Esto deriva en la necesidad de utilizar tareas de
aprendizaje de un solo ensayo que permitan una mejor resolucion temporal. En el presente
trabajo se tomaron otras consideraciones importantes en la seleccion de una tarea de
aprendizaje para el analisis de la expresion génica. Entre éstas se incluye el reducir al
minimo otras fuentes de alteraciones en la expresion de los genes como el estrés, ademas de
establecer un grupo control que no aprendiera la tarea de aprendizaje, pero que estuviera
expuesto a los mismos estimulos sensoriales y a una actividad motora similar. La finalidad
fue evitar que la expresion diferencial fuera causada por factores diferentes a la
consolidacién de la memoria.

A lo largo de los ensayos hechos para encontrar una tarea adecuada para el estudio
central de este proyecto, encontramos que, a pesar de todos los intentos realizados durante
dos semestres, no fue posible implementar una tarea sencilla de aprendizaje, que fuese
mediada por reforzadores positivos, los cuales se supone son menos estresantes. En cambio,
la tarca de evitacion inhibitoria, utilizada en nuestro laboratorio durante muchos anos,
demostrd, una vez mas, ser capaz de inducir un aprendizaje rapido (en un solo ensayo),
confiable (excelente retencién) y que permite la medicion de la memoria de largo plazo.
Ademas, al combinar el uso de la camara de evitacion inhibitoria con una camara de

choque, permite el estudio simultdneo de un grupo control.

Aunque es dificil disefiar un grupo control perfecto, es probable que el grupo

control empleado que recibe un choque en una cdmara diferente a la del entrenamiento de
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evitacion inhibitoria, y que después se somete a este entrenamiento pero sin choque sea un
grupo control apropiado. Los dos grupos de animales son sometidos a estimulos sensoriales
muy similares y presumiblemente presenten niveles similares de miedo y ansiedad,
activacion motora, estrés y novedad. La diferencia mas significativa entre los grupos es, la
presencia o ausencia del aprendizaje de la tarea de evitacion inhibitoria que es dependiente

del neoestriado (Prado-Alcalé, 1995)

En cuanto a los genes asociados a la consolidacion de la memoria identificados
(cuya expresion se ve modificada después de la experiencia de aprendizaje en comparacion
con la condicidon control), no habian sido reportados previamente en otros estudios
similares (Luo et al., 2001; Cavallaro et al., 2001; Cavallaro et al., 2002; Donahue et al.,
2002; Leil et al., 2002; Robles et al., 2003).

Existen varias causas probables por las cuales los genes que habian sido
previamente implicados en procesos de aprendizaje y memoria no fueron detectados en el
presente estudio y por las cuales los genes identificados por este ultimo no se habian
reportado previamente.

La primera es que los estudios anteriores estudiaron los cambios de la expresion de
genes ocurridos en el hipocampo (Luo et al., 2001; Cavallaro et al., 2001; Cavallaro et al.,
2002; Donahue et al., 2002; Leil et al., 2002; Robles et al., 2003) y el cerebelo (Cavallaro et
al., 2002b) y podrian existir algunas diferencias en los perfiles de genes entre las diferentes
estructuras involucradas en la consolidacion de la memoria. Esta nocidn es congruente con
las diferencias previamente encontradas entre el hipocampo y el cerebelo en los genes que
se modifican después del entrenamiento en una tarea de condicionamiento palpebral
(Cavallaro et al., 2002b). Sin embargo, las estructuras estudiadas no explican del todo las
diferencias de resultados entre los estudios, ya que se conoce que al menos una parte de los
mecanismos moleculares de la memoria se encuentran conservados desde el punto de vista
filogenético (Bailey et al., 1996), por lo tanto se puede suponer que algunos de los genes
involucrados en la consolidacion de la memoria son comunes. Por otro lado, no hay
concordancia entre investigaciones similares previas (arriba citados) en la mayor parte de
los genes reportados como asociados al aprendizaje y la memoria para una misma

estructura.
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Otra causa posible para la falta de concordancia entre estudios son los genes
incluidos en los microarreglos empleados; muchos de los genes relevantes para la
consolidacién de la memoria no se encuentran presentes en el Atlas Rat Array 1.2 II de
Clontech, el cual es un microarreglo de amplia cobertura de cDNA con una representacion
de genes relativamente pequefia. Nuestros datos soélo reflejan la expresion de esos 1176
genes.

Una tercera posibilidad son los criterios empleados para establecer el umbral de
deteccion con el que se omiten genes cuya expresion no los cumple, y aun la expresion de
genes debajo de dicho umbral podria ser critico para la consolidacion de la memoria. Sin
embargo el uso de criterios menos estrictos conduce a un incremento en la proporcion de
falsos positivos.

Por otra parte, el condicionamiento en la tarea de evitacion inhibitoria no
necesariamente activa todas las células del neoestriado en el mismo grado. Dada la variedad
de poblaciones neuronales en el neoestriado, la extraccion de RNA del neoestriado total
podria diluir cambios en la expresion de genes que ocurren en un subgrupo de células.
Ademas, las diferencias individuales de los animales también podrian dar variabilidad a la
muestra, aunque presuponemos que esa variabilidad podria reducirse trabajando con
muestras obtenidas de grupos de ratas.

También es factible que las diferencias descritas entre el presente experimento y los
experimentos referidos en esta discusion, pudieran deberse a las diferencias en las tareas de
aprendizaje utilizadas, es decir que existan diferencias entre los genes que modifican su
expresion entre las diferentes tareas de aprendizaje.

Adicionalmente, existen diferencias en los genes expresados a diferentes tiempos
después del entrenamiento en la tarea de aprendizaje (Cavallaro et al., 2002; Cammarota,
comunicacion personal). Esto implica que el tiempo después del entrenamiento en el que se
obtiene el material para el analisis de la expresion de genes, asi como el tipo de tarea de
condicionamiento empleada (tareas de multiples ensayos podrian estar activando cambios
en la expresion desde antes que la tarea de aprendizaje concluya) podrian tener un impacto
importante en los genes identificados.

Finalmente, parece haber diferencias temporales en la participacion de ciertas

proteinas entre las estructuras cerebrales involucradas en el aprendizaje y la memoria, como
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se ha evidenciado en el efecto sobre la MLP de inhibidores de las MAPK aplicados a
diferentes tiempos en diferentes estructuras (Waltz et al., 2000a).

La mayor parte de los genes que cambiaron sus niveles de expresion se encontraron
regulados a la baja. Debido a que la memoria de largo plazo puede ser bloqueada por
inhibidores de la transcripcion y de la sintesis de proteinas, la mayor parte de los reportes
previos se han enfocado en la identificacion de proteinas cuya expresion estd regulada a la
alta (Davis y Squire, 1984; Stork y Welzl, 1999). La reduccion de la expresion de genes
después del entrenamiento en una tarea de aprendizaje ya se ha reportado previamente en el
hipocampo (Cavallaro et al.,, 2001; Donahue et al., 2002) y proporciona una nueva
perspectiva de los mecanismos moleculares en las que subyace el almacenamiento de la
memoria. Actualmente no se conoce como el silenciamiento de un nimero de genes juega
un rol en el almacenaje de la memoria. Esta regulacion a la baja podria deberse a que en la
consolidacién de la memoria se requiere una disminucion en la expresion de proteinas que
ejercen una restriccion inhibitoria.

De los genes encontrados algunos son prospectos interesantes para un papel en la
consolidaciéon de la memoria. Entre ellos se encuentran genes que codifican para
reguladores de la transcripcion o participan en los sistemas de senalizacion intracelular
como los que se describen a continuacion.

Los productos del gen CREM pertenecen a la familia de factores de transcripcion
responsivos a cCAMP. En esta familia se encuentra también CREB cuya participacion en el
almacenamiento de la memoria de largo plazo y en la LTP ha sido ampliamente
documentada (Squire y Kandel, 2000). Existen varias isoformas de CREM generados por
mecanismos de corte y empalmes (splicing) alternativos, el uso de codones de inicio
alternativos, y un promotor intrénico alternativo (Sassone-Corsi, 1995). Algunas de las
isoformas son activadoras y otras represoras de la transcripcion. Los proteinas CREM al
igual que las CREB pueden unirse a los sitios CRE en el DNA y regular la transcripcion de
genes controlados por estos sitios (De Cesare et al., 1999). Se ha reportado la expresion de
CREM en estriado incrementa después de la estimulacién con agonistas dopaminérgicos
(Berke et al., 2003).

La proteina codificada por el gen “hairless” se ha reportado que funciona como un

correpresor, aumentando la represion transcripcional ejercida por el receptor a hormonas
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tiroideas que depende de desacetilasas de histonas en el cerebro de rata neonatal (Potter et
al., 2002) y cuya expresion es inducida por la presencia de dichas hormonas (Thompson,
1996). Hairless se expresa en altos niveles en el cerebro de ratones, pero los ratones
mutantes para este gen, jovenes y adultos, no muestran enfermedades neurologicas
aparentes ni anormalidades gruesas en la corteza cerebelar, por lo que se ha sugerido que no
es esencial para el desarrollo.

La Dinamina es una trifosfatasa de guanidina asociada a los microtubulos
importante para el reciclamiento de vesiculas sinapticas en las neuronas, y por lo tanto para
la neurotransmision (van der Bliek y Meyerowitz, 1991; Chen et al., 1991). Es requerido en
procesos de memoria en Drosophila (Waddell y Quinn, 2001), y se ha reportado que la
Dinamina I incrementa su expresion 3.2 veces en comparacion con el control, en rebanadas
estriatales en las que se indujo LTD (Napolitano et al., 1999)

La familia de genes Pax codifica para factores de transcripcién que son esenciales
en la organogénesis y en la diferenciacion de varios 6rganos en eucariotes superiores. Pax8
es un factor de transcripcion requerido para la morfogénesis de la glandula tiroides y para el
mantenimiento del fenotipo celular tiroideo diferenciado (Nitsch et al., 2004). Se ha
sugerido que Pax8 junto con otros genes Pax juegan un rol importante durante el desarrollo
en la especificacion y/o mantenimiento de la region entre el cerebro medio y posterior en
vertebrados mediante la regulacion de la expresion de otros genes (Krelova et al., 2002).

La proteina codificada por el gen Znf386 tambien conocido como Kzf1 pertenece a
una familia de factores de transcripcion que contienen la caja asociada Kruppel (dominio
KRAB). Fue descubierta en las células germinales de los testiculos (Bellefroid et al., 1998)
y a la fecha no existen més datos al respecto. Las proteinas de esta familia pueden
funcionar como represor transcripcional de los promotores para las RNA polimerasas I, II o
11, asi como del corte y empalme (splicing) del RNA. Miembros de esta familia estan
involucrados en el mantenimiento del nucleolo, la diferenciacién y proliferacion celular,
apoptosis y transformacion neoplasica (Urrutia, 2003).

El gen codificado por Runxl es un factor de transcripcion que parece estar
relacionado en la diferenciaciéon hematopoyética y se le ha relacionado con la génesis de

leucemia (Otto et al., 2003). Parece tener un papel en el desarrollo de subtipos neuronales
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en los mamiferos (Theriault et al., 2004); y en musculo su expresion parece ser regulada
por la actividad eléctrica de la inervacion (Zhu et al., 1994).

La fosducina es una proteina en la retina que regula la desensibilizacion de
rodopsina mediante el control de la actividad de cinasas de receptores acoplados a proteinas
G (GRK's), y se encuentran en niveles muy bajos en el sistema nervioso central de los
mamiferos, sin embargo este tejido tiene proteinas relacionadas en secuencia y funcion. Las
PhLP (proteinas tipo fosducina) participan en la desensibilizaciéon y desacoplamiento de
receptores a opioides en la materia gris periaqueductal (Jordan e Iyengar, 1998; Garzon et
al., 2002). En la consolidacion de la memoria las PhLP podrian estar jugando un papel en la
modificacion de la eficiencia de sinapsis con receptores a neurotransmisores acoplados a
proteinas G.

El gen Madh9, también conocido como Smad8, pertenece a la familia de
transductores de sefiales Smads. Smad8 es activado (fosforilacién) por receptores cinasas
serina/treonina tipo I (tenDijke y Hill, 2004; Moustakas et al., 2001)

Por otra parte otro grupo de genes que podrian tener un papel importante en la
consolidaciéon de la memoria son las metaloproteinasas de la matriz (como la
metalloproteinasa de matriz 12) y sus inhibidores endogenos los cuales controlan de forma
temporalmente restringida la proteolisis focal de la matriz extracelular. En las neuronas del
cerebro adulto varios de los genes que codifican metaloproteinasas y sus inhibidores se
expresan en respuesta a cambios en la actividad neural (Dzwonek et al., 2004). Existen
datos que las metaloproteinasas de matriz y sus inhibidores podrian participar en el
remodelamiento de las conexiones sinapticas (Kaczmarek et al., 2002; Reeves et al., 2003).

Los cambios en la expresion de ciertos genes podrian ser posiblemente derivados de
los cambios metabodlicos inducidos en las células del neoestriado, tal como los detectados

en el facl5 y la coq3.

La forma en la que podrian participar los otros dos genes identificados en la
consolidacién de la memoria no es obvia. La metionina adenosiltransferasa I, alpha,
participa en forma importante en el higado para convertir la metionina de la dieta en S-
adenosilmetionina (Avila et al., 2002). La S-adenosilmetionina no es s6élo un metabolito

intermedio del catabolismo de la metionina, sino también un “switch” de control
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intracelular que controla funciones hepaticas esenciales como la regeneracion, la
diferenciacion y la sensibilidad del o6rgano a las lesiones (Mato et al., 2002). Sin embargo,
la expresion de este gen tnicamente se ha reportado en el higado (Hazelwood et al., 1998).
La proteina salival tipo prohormonal SMR1-a2 se expresa en glandulas submandibulares
de la rata (Courty et al., 1994) y en menor grado en la prostata de los machos (Rosinski-
Chupin et al., 1994), se ha encontrado que su expresion disminuye drasticamente en el pene
después de una neuralectomia de los nervios cavernosos (User et al., 2003). Los datos
sugieren que las formas activas del péptido codificado por este gen podrian tener funciones
hormonales (Rougeot et al., 2000).

El tipo de genes identificados como asociados a la consolidacion de la memoria, asi
como las discrepancias entre estudios previos similares sugieren que los eventos
moleculares que subyacen a la consolidacion de la memoria constituyen una complicada
red y que es necesaria la realizacion de estudios sistematicos que tomen en consideracion
diferentes tareas de aprendizaje, diferentes estructuras cerebrales, asi como las diferencias
temporales, ademas de estudios para validar la participacion de estos genes en el
almacenamiento a largo plazo de la memoria.

Otro aspecto que no ha sido considerado en este estudio y otros similares y que
también debe ser tomada en cuenta en el futuro es la posibilidad de la participacion de

mecanismos de regulacion post transcripcional en la consolidacion de la memoria.
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9. CONCLUSION

El entrenamiento de las ratas en una tarea de aprendizaje de evitacion inhibitoria en
un ensayo indujo cambios detectables en la expresion de genes en el neoestriado 3 horas
después de concluida la tarea, comparado con la condicion control.

Los genes identificados codifican para factores de transcripcion, moléculas de
sefalizacion intracelular, una metaloproteinasa de la matriz, enzimas del metabolismo, y

una proteina con posible funcién hormonal.
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11. APENDICE A. ESTABLECIMIENTO DE LA TAREA DE
APRENDIZAJE DE UN ENSAYO.

Inherente al proceso de aprendizaje es la produccion de un estado de estrés,
independientemente del tipo de aprendizaje que se esté adquiriendo. El grado de estrés
depende de qué tan aversiva es la situacion de aprendizaje. Aln en situaciones en las que el
individuo recibe reforzadores positivos como consecuencia de su conducta (e.g., recibir
comida o agua por haber presionado una palanca), al enfrentarse por vez primera al
ambiente experimental se pueden registrar respuestas fisioldgicas que denotan que el sujeto
esta estresado (e.g., inmovilidad, cambios en la frecuencia cardiaca y en la presion arterial).
Sin embargo, al familiarizarse con la situacion, estas respuestas desaparecen. Tratandose de
aprendizajes de tipo aversivo, en los que los animales reciben estimulos nocivos, tales
como choques eléctricos, las reacciones de estrés pueden ser muy obvias (defecacion,
miccidn, vocalizaciones, respuestas de alejamiento de la fuente de estimulacion, etc.).

En virtud de que el objetivo de esta tesis fue determinar la posible induccion de
genes en el estriado como consecuencia de un proceso de aprendizaje, era de vital
importancia definir una situacion de aprendizaje en la que se pudieran descartar posibles
cambios en la produccion de genes asociados simplemente al estrés.

Para cumplir con este objetivo, la parte de esta tesis se inicio, precisamente, con la
busqueda de una tarea de aprendizaje que permitiera disociar los efectos del aprendizaje, de
aquellos que pudieran producirse por el estrés. Para lograr este objetivo, en esta fase
experimental disefiamos y modificamos varios modelos conductuales, hasta que
implementamos un disefio que nos permitido someter a la prueba experimental el objetivo
propuesto.

A continuacién describiremos los 14 modelos de aprendizaje implementados, que
nos llevaron a elegir el que se utilizd para analizar los cambios en la expresion de genes,

derivados de una experiencia de aprendizaje.
Sujetos. Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso de 300 a 350

gramos, los cuales permanecieron en el laboratorio una semana antes en cajas individuales

y en las condiciones del bioterio con un ciclo de luz-oscuridad (12-12), temperatura
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controlada de 23° C, agua y alimento ad libitum. La asignacion de los sujetos a cada uno de

los grupos se realizé de forma aleatoria.

En cada experimento se realizo una sesion de manipulacion de los animales (3 a 5
min diarios) durante 2 dias previos a la sesiéon de habituacion, con el fin de disminuir
alguna posible respuesta de estrés, asi como una sesion de habituacion al alimento. En la
sesion de habituacion al alimento se le permitio a las ratas conocer y consumir un alimento
endulzado (alimento que posee la propiedad de ser un reforzador positivo ain para ratas
alimentadas ad libitum), con la finalidad de anular algiin comportamiento neofobico en

¢éstas en la sesion posterior de adquisicion.

Tareas apetitivas con ratas no privadas

Experimento 1

Aparatos.

Caja hogar, las cuales son de polipropileno transparente con 20 cm de alto, 25 cm
de ancho y 47 cm de largo, y contienen aserrin en el piso.

Procedimiento

Consistio en 6 sesiones en cada una de las cuales se extrajo la rata de su caja hogar,
se coloco en ella un recipiente de plastico circular de 7 cm de didmetro y 1.5 cm de altura
con un alimento nuevo (leche endulzada, o el cereal de maiz, avena y trigo con saborizantes

de frutas conocido comercialmente como “Froot-Loops™) en uno de los extremos de la caja.

Posteriormente se introdujo la rata en el extremo opuesto a la localizacion del
recipiente y con la cabeza en direccion contraria al mismo. Se les permitié ingerir
libremente durante 5 min después de lo cual el alimento nuevo fue retirado. Las sesiones se
realizaron en un cuarto sonoamortiguado. Con la finalidad de determinar cual de los
alimentos era mas apetitivo se midieron 2 parametros: la latencia para empezar a ingerir el
alimento, y el tiempo que se mantenian ingiriendo. Se estudiaron 2 ratas por grupo (tipo de

alimento).
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RESULTADOS

Las ratas presentan una respuesta neofobica ante la presencia de un alimento nuevo
(no ingesta de alimento) los primeros dias, la cual desaparece a partir del tercer dia (ver
Figs 1.1 y 1.2). También se muestra que no hay una gran diferencia en cuanto a las
capacidades apetitivas de los dos tipos de alimentos empleados (ver Figs 1.1 y 1.2). Lo
anterior indica que los animales requieren mas de 5 min para perder su respuesta neofobica,
e ingerir el alimento, por ello se decidid para el subsecuente experimento que las ratas
tuvieran acceso libre al alimento por un periodo prolongado (habituacion durante una
noche). Teniendo en mente la posibilidad de emplear posteriormente un aparato para medir
el tiempo contacto de la lengua con una boquilla de bebedero como medida del aprendizaje

se eligid a la leche endulzada como el reforzador de la tarea apetitiva en un ensayo.

Experimento1

300
200
100

—e—Leche
—m— Froot Loops
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Ingestion (s)

o

1. 2 3 4 5 6 7

Fig. 1.1. Tiempo de ingestion del alimento nuevo en la caja hogar

Experimento 1

—eo—Leche

ingerir (s)

Latencia para

—m— Froot Loops

Fig. 1.2. Latencia para ingerir el alimento nuevo en la caja hogar
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Experimento 2

Aparatos.

Camara de condicionamiento 1. Es una cdmara que consta de dos compartimentos,
construidos con acrilico rojo transparente que permite observar la conducta de los animales
mientras realizan la tarea; cada uno mide 30cm x 30cm x 30cm y estan separados por una
puerta tipo guillotina. En el compartimento “A” el piso y las paredes lo forman dos laminas
de acero que forman una “V” hacia el centro del piso, entre las cuales hay 1.5 cm de
separacion.  El piso del compartimiento “B” estd formado por una rejilla de tubos de
aluminio de 0.5 cm de diametro, separados por una distancia de 1.5 cm de centro a centro.
En este compartimento hay un recipiente para alimento fijado al piso localizado en el
extremo opuesto al sitio de la puerta. El recipiente fue de 5 cm de didmetro y 1.5 cm de
altura pintado de color negro para impedir que pudiera verse su contenido a través de las
paredes y fue colocado sobre una base a Scm de altura, pare evitar que la rata pudiera ver su
interior desde el compartimiento B. La camara de condicionamiento esta localizada en un

cuarto sonoamortiguado (Fig. 1 del apartado 6.1).

Procedimiento

El experimento consisti6 en 3 sesiones de habituacion a la camara de
condicionamiento realizadas cada 24 h, una sesion de adquisicion y una de retencion, cada
una de 5 min de duraciéon y después de las cuales las ratas fueron regresadas
inmediatamente a su caja hogar. La habituaciéon al alimento nuevo (leche endulzada) se
realizd permitiendo a la rata libre acceso al alimento, en un recipiente de vidrio transparente
de 6.5 cm de diametro y 1 cm de altura, en su caja hogar dentro del bioterio durante toda la
noche del dia previo a la primera sesion de habituacioén a la cdmara de condicionamiento
Cada sesion de habituacion consistio en colocar a la rata en la cdmara de condicionamiento
1 en el compartimiento A con la cabeza en direccion opuesta a la puerta tipo guillotina y
después de 10 s se abri6 la misma y permiti6 explorar libremente; en el grupo experimental
el recipiente se encontrd vacio y destapado, y en el grupo control el recipiente se encontrd
vacio y cubierto con una tapa con agujeros. En la sesién de adquisicion se siguio el mismo

procedimiento que en la habituacion, pero se coloco leche endulzada en el recipiente. En la
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sesion de retencion el procedimiento fue similar al de la habituacion. La variable
dependiente utilizada como medida de aprendizaje fue la latencia para husmear el

recipiente. Se emplearon 4 ratas en cada grupo.

RESULTADOS

De acuerdo a pruebas de Kruskal-Wallis no hay diferencias en la adquisicion entre
el grupo control y el experimental (p=0.773); asi como tampoco las hay en la retencion
(p=0.083). Dentro del grupo experimental no hay diferencia entre la sesion de adquisicion y
la de retencion (p=0.248) Dentro del grupo control tampoco hay diferencias entre la

adquisicion y la retencion (p=0.348).Ver la Figura 2.1.

Experimento 2
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Fig. 2.1. Latencia para husmear el recipiente con alimento nuevo en
la camara de condicionamiento 1

Experimento 3

Contemplado la posibilidad de que la latencia para ingerir o husmear pudiera no ser
un buen indicador de la memoria en una camara de condicionamiento con espacio
reducido, se ensayo6 usando la cdmara de condicionamiento 2 con mayor espacio.

Aparatos.

Camara de condicionamiento 2. Es una camara circular de 154 cm de didmetro con
paredes de 60cm de altura. El piso y las paredes son de pléstico color negro. En el centro de

la camara se coloco el recipiente para alimento. El recipiente fue de 5 cm de didmetro y 1.5
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cm de altura pintado de color negro y fue colocado sobre una base a Scm de altura. La
camara de condicionamiento se localizé en un cuarto sonoamortiguado.

Procedimiento

El procedimiento fue similar al del experimento 2, difiriendo sélo en que se empled

la camara de condicionamiento 2. Se estudiaron 5 ratas en cada grupo.

RESULTADOS

En la figura 3.1 se muestran latencias para ingerir el alimento cercanas al tiempo de
corte (5 min), y de hecho las ratas no ingirieron la leche en el recipiente colocado en el
centro de la cdmara (no mostrado en la gréfica), dicho reforzamiento positivo es
prerrequisito para que pueda ocurrir el aprendizaje y dado que no ocurrio, no se continu6 el
experimento. El hecho de haya habido una nula exploracion de los animales en el area del
centro de la cdmara de condicionamiento durante las sesiones de habituacion (no mostrado
en la grafica), sugiere que la fobia natural de las ratas los campos abiertos pudiera haber

impedido la ejecucion de la tarea.

Experimento 3
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Fig. 3.1 Latencia para ingerir el alimento en la camara de condicionamiento 2
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Experimento 4

Aparatos.

Cémara de condicionamiento 1.

Procedimiento

Similar a la del experimento 2, pero con la diferencia de que todas las sesiones
fueron de 10 min, se realizaron sélo 2 sesiones de habituacion a la camara de
condicionamiento y se empledé como medida de aprendizaje la preferencia de lugar (tiempo
en el compartimiento B). Cuando el cuerpo del animal no estuvo completamente dentro de
un compartimiento, se consideré6 que se encontraba en el compartimento en el que

estuviera la cabeza. Se estudiaron 5 ratas en cada grupo.

RESULTADOS

No se observo diferencia entre las sesiones (ver Fig 4.1). Debido a que hay un sitio
de preferencia de las ratas desde la primera sesion y ese sitio coincide con el sitio cuya
preferencia es posiblemente reforzada con la presencia del alimento endulzado, es
imposible discernir si ocurri6 un aprendizaje. La preferencia observada pudiera atribuirse a
la diferencia en espacio de los compartimentos de la camara de condicionamiento, de tal

forma que la probabilidad de estar en uno u otro es desigual.

Perrmanencia en B (s)

TRAT

0 1 1 l I S
f‘?:b" f‘?:b'?- Kol R

&

Fig. 4.1. Preferencia de lugar en la camara de condicionamiento 1
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Experimento 5

Aparatos.

Camara de condicionamiento 3. La camara que consta de dos compartimentos con
paredes de acrilico transparente que permiten observar la conducta de los animales mientras
realizan la tarea; cada compartimento mide 20cm x 20cm x 20cm y estan separados entre si
por una barrera de ldmina de 20cm de ancho y 4.5¢cm de altura colocada a nivel del piso.
El piso de ambos compartimentos estd formado por una rejilla con tubos de aluminio de 0.2
cm de diametro, separados por una distancia de 1.0 cm de centro a centro. En el
compartimiento B hay un recipiente para alimento fijado al piso localizado en una de las
esquinas alejadas del otro compartimento. El compartimiento A es aquel en donde no hay

recipiente. La cdmara de condicionamiento se localizé en un cuarto sonoamortiguado.

Procedimiento
El procedimiento es similar al del experimento 4, siendo la Unica diferencia que en
la cdmara de condicionamiento 3 no hay puerta entre los dos compartimentos. Se estudiaron

8 ratas en cada grupo.

RESULTADOS

Se encontrd un cambio en la preferencia de lugar en la sesion de retencion, el cual
ocurre tanto en el grupo experimental como en el control (ver Fig 5.1). Si dicho cambio
fuera debido a un aprendizaje significaria que en el grupo control, el olor de leche

endulzada (al que fueron expuestos) por si mismo fue reforzante.

600 T T T T

Permanencia en B (s)

TRAT

1 I I I e - E
HAB1 HABZ ADG RET

Fig 5.1. Preferencia de lugar en la cdmara de condicionamiento 3
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Experimento 6

Aparatos. Camara de condicionamiento 3
Procedimiento
Se repitid el procedimiento empleado en el experimento 5, pero al grupo control no

se le puso leche en el recipiente en la sesion de adquisicion. Se estudiaron 10 ratas en cada

grupo.

RESULTADOS

Los resultados de este experimento no muestran cambios en la preferencia de lugar
a lo largo de las sesiones, las ratas tienden a estar en el 50% del tiempo en uno de los
compartimentos (y otro 50% en el otro compartimento), tal como se esperaria en una
camara cuyos compartimentos son iguales y no existe algin factor que influya en la
preferencia. A pesar de que la mayor parte de las ratas del grupo experimental ingirieron el
alimento (observacion no cuantificada), la figura 6.1 pareciera mostrar que no hay
diferencias en la adquisicion ni retencion, lo que es indicio de que las ratas pueden ingerir
leche en el recipiente localizado en el compartimento B sin que exista un cambio
significativo en la preferencia de lugar, y por lo tanto de que no es buen indicador del

aprendizaje y la retencion de esta tarea en particular.

600

am | .
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Fig 6.1. Preferencia de lugar en la camara de condicionamiento3
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Experimento 7

Aparatos.

Cémara de condicionamiento 3

Dipsémetro. Es un aparato electronico que cuenta el tiempo que permanece cerrado
un circuito eléctrico. Dicha informacion se envia a una computadora y se maneja en un
software disefiado ad hoc. El circuito lo constituyen dos partes: la primera, una de las
terminales del dipsometro conectado por un cable a las varillas metalicas que forman el
piso del compartimento B de la cdmara de condicionamiento 3, las cuales se encuentran
conectadas en corto. La segunda parte es el bebedero el cual puede contener leche
endulzada, y que tiene una boquilla metélica, la cual se conecta a otra terminal y se
encuentra aislada eléctricamente de la parte 1 del circuito. El circuito se cierra cuando la
rata se encuentra sobre el piso del compartimento B y su boca o lengua hacen contacto con

la boquilla del bebedero.

Procedimiento

El procedimiento es similar al del experimento 6, pero se utiliza el tiempo que se
mantiene cerrado el circuito arriba mencionado como medida del aprendizaje. En la sesion
de adquisicion se dejo restos de leche en la parte externa de la boquilla del bebedero y en el
piso inmediatamente debajo de el para facilitar que las ratas adquirieran la tarea. Por alguna
razén no bien determinada algunas de las ratas ingirieron y otras no, por lo que se decidid
que para las 20 ratas empleadas hubiera leche en el bebedero. Se emplearon como grupo
experimental aquellas que ingirieron leche (n=9), y como grupo control aquellas que no lo

hicieron (n=11)

RESULTADOS

Se encontr6 que un grupo de ratas (el experimental) tiene una marcada diferencia en
el tiempo que permanecen en contacto con la boquilla del bebedero de leche endulzada, lo
cual muestra que esta tarea si es aprendida en la sesién de adquisicion. Sin embargo este
cambio no es observable en la sesion de retencion (ver Fig 7.1). Estos resultados pudieran
ser debidos simplemente a que la experiencia no fue consolidada en memoria de largo

plazo, o que esta tarea en particular (en la cual las ratas no fueron privadas de alimento, y
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en la que por lo tanto su motivacion seria considerablemente menor que en una tarea para la
cual fueran privadas) tuviera una extincidbn muy rdpida que ocurriera en un tiempo muy

breve en comparacion con la duracion de la sesion de retencion.

Experimento 7
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Fig 7.1. Tiempo de contacto con la boquilla con leche en la
camara de condicionamiento 3

Experimento 8

Aparatos.

Cdamara de condicionamiento 3. Como se describié en el Experimento 5, es una
camara que consta de dos compartimentos con paredes de acrilico transparente que
permiten observar la conducta de los animales mientras realizan la tarea; cada
compartimento mide 20cm x 20cm x 20cm y estdn separados entre si por una barrera de
lamina de 20cm de ancho y 4.5cm de altura colocada a nivel del piso. El piso de ambos
compartimentos esta formado por una rejilla con tubos de aluminio de 0.2 cm de diametro,
separados por una distancia de 1.0 cm de centro a centro. En el compartimiento B hay una
boquilla de bebedero fijado en la parte superior central de la pared mas alejada del
compartimiento A. La boquilla se encontré en el centro de un cuadro de papel plastificado
de 4 cm x 4 cm con rayas negras y blancas impresas de 0.5 cm de ancho. Se coloc6 una
placa metalica aislada eléctricamente del piso de 5 cm x 5 cm justo debajo de la boquilla a
nivel del piso. El compartimiento A es aquel en donde no hay boquilla. La cdmara de
condicionamiento estara localizada en un cuarto sonoamortiguado.

Dipsometro. Es un aparato electronico que cuenta el tiempo que permanece cerrado

un circuito eléctrico. Dicha informacion se envia a una computadora y se maneja en un
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software disefiado ad hoc. El aparato puede manejar 2 circuitos independientes de forma
simultanea. El circuito 1 lo constituyen dos partes: la primera, una de las terminales del
dipsémetro conectado por un cable a las varillas metdlicas que forman el piso del
compartimento B de la cdmara de condicionamiento 1, las cuales se encuentran conectadas
en corto. La segunda parte es el bebedero el cual puede contener leche endulzada, y que
tiene una boquilla metalica, la cual se conecta a otra terminal y se encuentra aislada
eléctricamente de la parte 1 del circuito, asi como de la pared de la cual sale. El circuito se
cierra cuando la rata se encuentra sobre el piso del compartimento B y su boca o lengua
hacen contacto con la boquilla del bebedero. El segundo circuito lo constituyen el piso del
compartimiento B, y la placa metalica a nivel del piso (pero aislada eléctricamente del
mismo) debajo de la boquilla, asi como la pared de donde sale la boquilla. El segundo
circuito se cierra cuando la rata se encuentra en el piso del compartimiento B, y hace

contacto con la pared de la cual emerge la boquilla o con la placa debajo de la misma.

Procedimiento

El experimento consistio en sesiones realizadas cada 24 h: 2 sesiones de
preentrenamiento en la cdmara de condicionamiento, una sesiéon de adquisiciéon y una de
retencion, cada una de 10 min de duracion y después de cada una de las cuales las ratas
fueron regresadas inmediatamente a su caja hogar. Adicionalmente se permitio a la rata
libre acceso al alimento nuevo (leche endulzada) en su caja hogar dentro del bioterio
durante toda la noche del dia de la primera sesion de preentrenamiento, en un recipiente de
vidrio transparente de 6.5 cm de diametro y 1 cm de altura. La finalidad fue anular algun
comportamiento neofobico en los animales en la sesion posterior de adquisicion. Dicho
alimento posiblemente posea la propiedad de ser un reforzador positivo ain para ratas
alimentadas ad libitum.

Cada sesion de preentrenamiento a la cdmara de condicionamiento consistid en
colocar a la rata en la camara de condicionamiento 3 en el compartimiento A con la cabeza
en direccion opuesta al compartimiento B y permitirle explorar libremente; la boquilla se
mantuvo sin agua.

En la sesion de adquisicion se siguid el mismo procedimiento que en el

preentrenamiento para el grupo control, mientras que en el grupo experimental se colocod
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leche endulzada en el bebedero, y se embarro la parte externa de la boquilla con la misma
leche, asi como la placa debajo de ésta, para facilitar que las ratas adquirieran la tarea. En la
sesion de retencion el procedimiento fue similar al de preentrenamiento para ambos grupos.

Se utilizé el tiempo que se mantienen cerrados los circuitos arriba mencionados
como medidas del aprendizaje, asi como también las latencias para que se cerraran los
circuitos (latencia para hacer contacto con la boquilla y latencia para hacer contacto con la

pared o la placa en el piso).

RESULTADOS

Los resultados de la figura 8.1 muestran que aunque existe un cambio en el grupo
experimental durante en la sesion de adquisicion, no hay diferencia significativa entre los
grupos en la retencidon cuando se utilizo el tiempo de contacto con la boquilla como medida
de aprendizaje. Lo anterior indica que es posible que no haya habido aprendizaje, o que si
lo hubo no se consolid6 como memoria a largo plazo; alternativamente es posible que
hubiese existido una extincion rapida de la tarea durante la sesion de retencion de tal forma

que el registro de la sesion durante 10 min no hubiese revelado la retencion.

Experimento 8
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Fig. 8.1. Tiempo de contacto con la boquilla

Sin embargo esta ultima alternativa pudiera no ser cierta, ya que no existen
diferencias significativas en el tiempo de contacto con la boquilla entre ambos grupos
durante los primeros 2 min de la sesion de retencion cuando se midid a intervalos de 20 s

(Fig. 8.2) o como un solo intervalo (Fig. 8.3).
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Experimento 8 (retencion)
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Fig. 8.2. Tiempo de contacto con la boquilla en la sesion de retencion a
intervalos de 20s.

Experimento 8 (retencion)
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Fig. 8.3. Tiempo de contacto con la boquilla durante los 2 min de
sesion de retencion.

El tiempo de contacto con la pared y/o la placa debajo de la boquilla como medida
de aprendizaje se observa inapropiada, ya que existen diferencias previas entre los grupos

antes de la adquisicion, y en la retencion no se observan diferencias (Figs 8.4 y 8.5).
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Experimento 8
2000

1500 -

—o—E
1000 4 Hﬁ\j
500 1 &— &

? -—a—C

Tiempo de
contacto (1/10s)

Pre1 Pre2 Adq Ret

Sesion

Fig 8.4. Tiempo de contacto con la placa debajo de la boquilla y/o
la pared adyacente.

Experimento 8 (retencién)
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Fig 8.5. Tiempo de contacto con la placa debajo de la boquilla y/o la
pared adyacente durante la sesion de retencion.

Cuando se mide el tiempo de contacto a intervalos de 10s (Fig 8.6) se observan
diferencias durante los primeros 20 s, pero no es posible discernir si se deben a la retencion

de la tarea ya que primero (a los 10 s) el grupo control tiene valores mayores que el

experimental y luego (a los 10 s) a la inversa.
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Experimento 8 (retencién)
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Fig. 8.6. Tiempo de contacto con la placa debajo de la boquilla y/o la

pared adyacente durante la sesion de retencidn a intervalos de 10s

Finalmente no se observaron diferencias significativas en la sesion de retencion

entre los grupos experimental y control cuando se utilizé6 como medida de aprendizaje la

latencia para hacer contacto con la boquilla (Fig. 8.7) o con la pared y/o placa debajo de la

boquilla (Fig. 8.8).

Experimento 8 (retencion)
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Fig. 8.7. Latencia para hacer contacto con la boquilla durante la sesion

de retencion
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Experimento 8 (retencién)
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Fig. 8.8. Latencia para hacer contacto con la placa debajo de la boquilla y/o
la pared adyacente.

Experimento 9

Aparatos

Se emplearon los mismos que en el experimento 8, con las siguientes diferencias:
1.-La boquilla se colocod en una esquina inferior de la misma pared, al igual que la placa
metalica debajo de la misma con la finalidad de facilitar la adquisicion de la tarea.
2.- La camara de condicionamiento se cubri6 con papel celofan rojo para impedir que los
animales pudieran ver al observador.
3.- Se modifico el segundo circuito para registrar solamente el contacto con la placa

metalica a nivel del piso.

Procedimiento

Fue el mismo que el empleado en el experimento uno, excepto que la sesion de
retencion fue de 1 min para evitar la posible aparicion de una rapida extincion.
Las medidas de aprendizaje fueron el tiempo de contacto con la boquilla o con la placa en

el piso debajo de la boquilla, asi como la latencia para hacer contacto con la misma.
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RESULTADOS

En este experimento tampoco se observaron cambios significativos entre los grupos
en la sesion de retencion con cualquiera de las 2 medidas de aprendizaje empleadas (Figs
9.1y9.2).

Experimento 9
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Fig 9.1. Tiempo de contacto con la boquilla

Experimento 9
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Fig 9.2. Tiempo de contacto con la placa debajo de la boquilla
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Dichas diferencias durante el primer minuto en la retencion estan ausentes cuando

se mide el contacto con la boquilla tanto a intervalos de 10 s (Fig. 9.3) como en un solo

intervalo (Fig. 9.4).

Experimento 9 (retencion)
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Fig 9.3. Tiempo de contacto con la boquilla durante la sesion de retencion a intervalos de 10s

Experimento 9 (retencién)
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Fig 9.4. Tiempo de contacto con la boquilla durante la sesion de retencion
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Cuando se utiliz6 el contacto con la placa debajo de la boquilla como medida de
aprendizaje, en la retencion se observaron algunas diferencias cuando se registro a
intervalos de 10s en la ultima y antepenultima de las mediciones (Fig. 9.5), sin embargo
dichas diferencias aunque realmente fueran debidas a la retencion de la tarea, son muy
pequenas y no son evidentes cuando se mide la retenciéon de 1 min en un solo intervalo
(Fig. 9.6), por lo que no se considera este procedimiento el apropiado para los objetivos

propuestos.

Experimento 9 (retencion)
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Fig. 9.5. Tiempo de contacto con placa debajo de la boquilla durante la
<ecidn de retencidn a intervalos de 10s

Experimento 9 (retencion)
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Fig. 9.6. Tiempo de contacto con placa debajo de la boquilla durante la
sesion de retencion.
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Experimento 10

Aparatos.

Se emplearon los mismos aparatos que en el experimento 9, pero se ilumind el
compartimiento B con un foco de 15W para reducir la posibilidad de que las ratas que no
aprendieron la tarea se acercaran a la boquilla y a la placa debajo de ésta.

Procedimientos:

Se realizaron una sesion de preentrenamiento, una de adquisicion y una de retencion
de forma similar a las realizadas en el experimento 9, pero en virtud de que las ratas
alimentadas ad libitum parecen no retener la tarea adquirida, se privo a las ratas de agua 23
h previas a la sesion de adquisicion, y se les permitio acceso durante 30 min 1h después de
ésta, también se privo de agua 23 h antes de la sesion de retencion. Como reforzador
durante la adquisicion se emple6 agua en el grupo experimental.

Las medidas de aprendizaje utilizadas fueron la latencia para lengiietear la boquilla,
el tiempo de contacto con la boquilla, y el tiempo de permanencia en el compartimiento

obscuro.

RESULTADOS
En este experimento no se encontraron diferencias entre el grupo experimental (n =
10) y el control (n = 10) en la sesion de retencion cuando se midié el aprendizaje como la

latencia para hacer contacto (lengiietear) la boquilla (Fig 10.1).

Experimento 10
©
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Sesion de Retencion

Fig 10.1. Latencia para hacer contacto con la boquilla durante la retencion.
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Cuando la medida del aprendizaje fue el contacto con la boquilla, se encontro al

igual que en experimentos anteriores una diferencia significativa en la sesion de

adquisicion, pero no asi en la retencion (Fig 10.2)

Experimento 10
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Fig. 10.2. Tiempo de contacto con la boquilla

Cuando se grafico la retencion a intervalos de 30 s durante 3 minutos, se alcanzan a
observar diferencias en algunos de los ultimos registros, lo cual indica que la tarea podria
haber sido aprendida y consolidada por el grupo experimental (Fig. 10.3), sin embargo la
diferencia entre ambos grupos es muy reducida, lo cual implica el riesgo de que los
cambios en la expresion de genes inducidos por dicha experiencia pudieran ser

enmascarados facilmente debido a interferencias ambientales o de otra naturaleza.
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Experimento 10
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Fig. 10.3. Tiempo de contacto con la boquilla a intervalos de 30s
durante la sesion de retencion

La preferencia de lugar hacia el compartimento A (obscuro) tampoco mostro

diferencias entre ambos grupos durante la retencion (Fig. 10.4).

Experimento 10
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Fig. 10.4. Preferencia de lugar entre los compartimentos de la cAmara
de condicionamiento
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Experimento 11

Aparatos.

Cdamara de condicionamiento 4. Es una cdmara que consta un compartimento,
construido en madera que mide 30cm x 30cm x 30cm y con una tapa de acrilico naranja
transparente que permite observar la conducta de los animales mientras realizan la tarea. El
piso esta formado por una rejilla de tubos de aluminio de 0.5 cm de didmetro, separados por
una distancia de 1.5 cm de centro a centro. En una de las esquinas de la camara se coloco la
boquilla de un bebedero de agua, la cual se conectd al dipsometro de forma similar a la
descrita para el experimento 8. La cdmara de condicionamiento se localizd en un cuarto
sonoamortiguado.

La finalidad de este experimento fue conocer si los animales podian encontrar el
reforzador con mayor facilidad en una camara de condicionamiento de dimensiones

menores, de tal forma que el aprendizaje de la tarea pudiera facilitarse.

Procedimiento.

El experimento consisti6 en sesiones realizadas cada 24 h, una sesion de
preentrenamiento en la camara de condicionamiento, una sesion de adquisicion y una de
retencion, después de cada una de las cuales las ratas fueron regresadas inmediatamente a
su caja hogar. Cada sesion de preentrenamiento a la cdmara de condicionamiento consistio
en colocar a la rata en la camara de condicionamiento 4 con la cabeza en direccion opuesta
al sitio en donde se coloco la boquilla y permitirle explorar libremente durante 5 min. En la
sesion de adquisicion se siguid el mismo procedimiento que en el preentrenamiento, pero se
puso agua en el bebedero sdlo para las ratas del grupo control (n = 10; grupo experimental,
n = 10) y se le permitio a la rata ingerir agua durante 5 min contados a partir del momento
en que ingirid por primera vez, y en caso de no ingerir en un lapso de 10 min se dio por
terminada la sesion. En la sesion de retencion el procedimiento fue similar al de
preentrenamiento.

Se utiliz6 el tiempo que se mantuvo cerrado el circuito entre el piso y la boquilla

como medida del aprendizaje.
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RESULTADOS

Nuevamente, aunque se observan cambios durante la adquisicion, en la retencion,

no hay diferencia entre los grupos control y experimental (Fig. 11.1).

Experimento 11
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Fig. 11.1. Tiempo de contacto con la boquilla

Experimento 12
A causa del alto porcentaje (aproximadamente 50% del grupo experimental) de ratas que no
adquirieron la tarea anterior, se decidi6 usar un recipiente en lugar de la boquilla del

bebedero suponiendo que pudiera ser mas facil para las ratas detectar la presencia de agua

en el mismo.

Aparatos

Fueron los mismos que en el experimento 11 con la diferencia de que se coloc6 un
recipiente a 5 cm de altura y de 4.5 cm de diametro en una esquina de la cdmara sobre una
base y dentro del recipiente se coloco una placa metalica conectada al dipsémetro en el

fondo del recipiente de tal forma que el circuito se cerraba cuando la rata hacia contacto

con el agua en el recipiente o con el fondo metalico.

Procedimientos

Fueron los mismos que en el experimento 11.

94



RESULTADOS

No se observaron diferencias en la retencion entre el grupo control (n = 10) como el
experimental (n = 10), cuando la medida de aprendizaje fue el tiempo de contacto con el

recipiente (Fig. 12.1) o la preferencia de uno de los compartimentos (Fig 12.2).

Experimento 12
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Fig. 12.1. Tiempo de contacto con el recipiente.

Experimento 12
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Fig 12.2. Preferencia de lugar entre los compartimentos
de la camara de condicionamiento

Tarea de Evitacion Inhibitoria.
Debido a la falta de éxito para lograr que las ratas retuvieran las tareas basadas en
reforzadores apetitivos en un ensayo, se explord la posibilidad de emplear una tarea de

evitacion inhibitoria.
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Experimento 13

Aparatos.

Camara de condicionamiento de evitacion inhibitoria. El condicionamiento se llevo
a cabo en una camara de evitacion inhibitoria (Fig. 13.1), que consta de dos
compartimentos construidos en acrilico rojo transparente que permite observar la conducta
de los animales mientras realizan la tarea; cada uno mide 30cm x 30cm x 30cm y estan
separados por una puerta tipo guillotina. El compartimiento de seguridad (A) se encuentra
iluminado con un foco de 10 Watts adherido a la tapa, el piso lo forma una lamina de
acrilico corrugado de color blanco. El compartimiento de castigo (B), es oscuro, el piso y
las paredes lo forman dos laminas de acero que forman una “V” hacia el centro del piso,
entre las cuales hay 1.5 cm de separacion, mismas que pueden ser electrificadas por
encontrarse conectadas a un estimulador de pulsos cuadrados, conectado a una unidad de
corriente constante. La cédmara de condicionamiento estuvo localizada en un cuarto
sonoamortiguado y oscuro provisto de un enmascarador de ruido.

El choque entregado por el estimulador fue de 1.0 mA, con pulsos de 50 ms,

frecuencia de 10 pulsos por s y un tren de 5 s de duracion.

A B
=5
Loy
Fig. 13.1. Camara de evitacion inhibitoria. Fig. 13.2. Camara de choque.
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Cémara de choque. Consiste en una caja de acrilico transparente de 25¢cm de ancho,
30cm de largo y 28 cm de altura, el piso lo forma una rejilla de tubos de aluminio de 0.5 cm
de didmetro, separados por una distancia de 1.5cm de centro a centro, los cuales pueden ser
electrificados con el mismo estimulador usado para la camara de evitacion inhibitoria. Esta
camara esta localizada en un cuarto sonoamortiguado diferente del de la cdmara de

evitacion inhibitoria (Fig 13.2).

Procedimiento.

La primera parte del procedimiento consisti6 en la manipulacion de los animales (3
a 5 min diarios) durante 2 dias previos a la sesion de entrenamiento (adquisicion), con el fin
de facilitar el manejo de los animales

La sesion de adquisicion consistio en introducir al animal en el compartimiento A
de la camara de evitacion inhibitoria durante 10 s; una vez transcurridos se abrid la puerta y
se registro el tiempo que tarda el animal en pasar al compartimento B (latencia de entrada).
Cuando el animal hubo pasado con las cuatro patas al compartimento B se cerrd la puerta y
en ese instante se le administré un choque eléctrico de 1.0 mA durante 5 s; después se abrid
la puerta manteniendo el choque encendido otros 5 s, y se le permitid escapar al
compartimento A, registrandose el tiempo transcurrido (latencia de escape); una vez que el
animal escapo se le retuvo en el compartimento A durante 30 s y después se le regresé a su
caja habitacion y se dio por concluida la sesion.

La sesion de retencién consistié en introducir al animal al compartimiento A,
esperar 10 s para abrir la puerta y registrar el tiempo en el que el animal pasé al
compartimento B (latencia de retencion). En los casos en que el animal ingreso a éste se
cerro la puerta sin que el animal recibiera un segundo choque; en ese momento fue sacado y
regresado a su caja habitacion. Cuando el animal no entrd al compartimento B en 600 s, fue
devuelto a su caja habitacion.

Se estudiaron 2 grupos, uno experimental (n = 10) y otro control (n = 10). El grupo
experimental fue entrenado en la tarea de evitacion inhibitoria descrita anteriormente; al

grupo control se le aplicd un choque eléctrico (con las caracteristicas arriba descritas) en las
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patas, a través del piso de rejilla de la camara de choque (Fig 13.2). La duracion del choque
empleada fue la que recibiera la rata previa del grupo experimental durante el
entrenamiento en la evitacion inhibitoria y 10 min después se sometio6 al individuo control
al procedimiento de la tarea de evitacion inhibitoria pero no se administré choque eléctrico;
en los casos en los que el animal no regres6 al compartimiento A después de 10s, se le
empujo con suavidad al mismo con la mano. El tiempo que permanecieron las ratas en una
u otra camara fue aproximadamente el mismo.

El procedimiento seguido al grupo control tiene la finalidad de descartar los
posibles efectos sobre la expresion de genes estriatales debida a la aplicacion del choque
eléctrico o a la actividad motora desplegada por las ratas en la camara de evitacion
inhibitoria. En otras palabras, este grupo se someti6 a los mismos estimulos y desarrolld la
misma actividad motora que el grupo control, pero no se establecid la asociacion choque-
respuesta necesaria para el aprendizaje y la subsecuente formacion de la memoria. Ademas
en este grupo la rejilla en el compartimiento A de la cdmara de evitacion pasiva se cubrio
con una placa de acrilico, para evitar que pudiera asociar la rejilla con el choque recibido en

la cdmara de choque.

RESULTADOS
Los resultados muestran que so6lo el grupo experimental retiene la tarea, no asi el

grupo control, tal como es de esperar que ocurra en esta tarea (Fig 13.3).

Experimento 13
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Fig 13.3. Latencias para cruzar al compartimento B durante las
sesiones de adquisicion (L. entrada) y retencion (L. ret).
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Experimento 14

Aparatos.

Se emplearon los mismos que en el experimento 13

Procedimiento

Fue similar al empleado en el experimento 13, pero se introdujo a las ratas de ambos

grupos a la camara de choque, en la cual so6lo el grupo control (n = 10) recibi6é choque. Diez

min después ambos grupos se sometieron al procedimiento de evitacion inhibitoria, pero

solo en el grupo experimental (n = 10) se aplico el choque.

El objetivo fue que los estimulos recibidos por ambos grupos fueran lo mas

parecidas entre si, pero que so6lo el grupo experimental pudiera aprender la tarea.

RESULTADOS

Se obtuvieron resultados similares a los del experimento anterior, lo cual indica que

la adquisicion en el grupo experimental de la tarea no es interferida por la manipulacién

previa. Por lo anterior se eligié esta tarea como la mas adecuada para la consecucion del

objetivo planteado.

Experimento 14
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Fig 14.1. Latencias para cruzar al compartimento B durante las sesiones de
adquisicion (L. entrada) y retencion (L. ret).
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A lo largo de los ensayos hechos para encontrar una tarea adecuada para el estudio
central de este proyecto, encontramos que, a pesar de todos los intentos realizados durante
dos semestres, no fue posible implementar una tarea sencilla de aprendizaje, que fuese
mediada por reforzadores positivos.

En cambio, la tarea de evitacion inhibitoria, utilizada en nuestro laboratorio durante
muchos afios, demostrd, una vez mas, ser capaz de inducir un aprendizaje rapido (en un
solo ensayo), confiable (excelente retencion) y que permite la medicién de la memoria de
largo plazo. Ademads, al combinar el uso de la camara de evitacion inhibitoria con la de

choque, permite el estudio simultdneo de un grupo control adecuado.
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A
AMPA*
AchE
AKT

AP5

BDNF *
cAMP*
CaMKIT*
Ci
cDNA*
C/EBP*

CPM
CRE*
CREB*
CREM*
dATP*
DCO

dCTP*
dGTP*
DNA*
dNTP*
DRB

dTTP*
DTT
EDTA*
ERK*

G
GABA*
GAP-43*
GRK*
JNK*
KRAB*

LTP*

M

MAPK*
MMLV-RT*
mmol

MLP
NADPH-diaforasa

12. APENDICE B. ABREVIATURAS.

(log, control + log, experimental)/2

Acido a-amino-3-hydroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico
Acetilcolinesterasa

Protein cinasa del retrovirus transformante AKT8 que se encuentra
presente en células normales y se conoce como PKB

Acido 2-amino-5-fosfono pentanoico; antagonista selectivo de
receptores glutamatérgicos a NMDA

Factor neurotrofico derivado de cerebro

Adenosin monofosfato ciclico

Protein-cinasa II dependiente de calcio-calmodulina

Curie

Acido desoxirribonucleico complementario

Proteina de unién al aumentador CCAAT. Es un factor de
transcripcion

Cuentas por minuto

Elemento de respuesta a cAMP

Proteina de union al elemento de respuesta a cAMP

Modulador del elemento de respuesta a cAMP
Desoxiadenosina trifosfato

Mutante en Drosophila que es deficiente en la subunidad catalitica de
la PKA.

Desoxicitidina trifosfato

Desoxiguanosina trifosfato

Acido desoxirribonucleico

Desoxinucleétidos trifosfato
5,6-dicloro-1-beta-d-ribofuranosilbenzimidazol; inhibidor de la
transcripcion de la RNA polimerasa II.

Desoxitimidina trifosfato

Ditiotreitol

Acido etilendiamino tetracético

Cinasa regulada por sefal extracelular

Proteina G estimuladora

Acido gama-amino-butirico

Proteina asociada al crecimiento-43

Cinasa de receptores acoplados a proteinas G

c-Jun amino terminal cinasa. Pertenece a las MAPK's

Caja asociada a Kruppel. Se encuentra dentro de los factores de
transcripcion tipo Kruppel.

Potenciacion a largo plazo

log,(control/experimental)

Protein cinasa activada por mitdgeno

Transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina de Moloney
milimoles

Memoria de largo plazo

Nicotinamida-adenin-nucleo6tidos fosfato diaforasa
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NCAM*
NF-1
NGF*
NMDA
pb
PCR*
pCREB
PI3K
PKA*
PKB*
PKC*
PKG*
Rp-cAMPS*

RNA*
RNAm*

RT
RT-PCR*
SDS*
Sp-cAMPS*
tPA*

U

Moléculas de adhesion de células nerviosas
Neurofilamentos de cadena ligera

Factor de crecimiento de nervios

N-metil-D-aspartato

Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa

Forma fosforilada de CREB

Fosfatidilinositol-3-cinasa

Protein cinasa A

Protein cinasa B

Protein cinasa C

Protein cinasa G

(Rp)-adenosina 3',5'-monofosfotioato ciclico. Inhibidor de la
actividad de la PKA

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Retrotranscripcion

Retrotranscripcion y reaccion en cadena de la polimerasa
Dodecil sulfato de sodio

(Sp)-adenosina 3',5'-monofosfotioato ciclico. Activador de la PKA
Activador plasmindgeno de tejidos

Unidades

* Por sus siglas en ingles.
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