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RESUMEN

Se ha postulado que el proceso de consolidacion de la memoria es dependiente de la
sintesis de ARNm. Al administrar intracerebralmente inhibidores de esta sintesis, se
produce un efecto amnésico. No se sabe si este efecto producido por inhibidores de la
transcripcion se presenta cuando los sujetos son sometidos a condiciones de
sobrerreforzamiento. El objetivo fue determinar si la administracion de 5,6-Dicloro-1-8-
D-ribofuranosilbenzimidazol (DRB), un inhibidor de la transcripcién, en el hipocampo
dorsal produce amnesia en ratas entrenadas en una tarea de evitacion inhibitoria (EI)
con intensidad baja o alta de reforzamiento. En ratas macho (Wistar, 250-350 g), se
implantaron bilateralmente canulas en el hipocampo dorsal. Después, fueron
entrenadas en una tarea de El. Se administr6 DRB (20, 40 u 80 ng) 15 minutos antes
del entrenamiento usando un choque eléctrico de 1mA. En otros grupos se administré
DRB (80 ng) usando un choque de 1 6 2 mA. Otros grupos recibieron DRB (80 ng)
antes del entrenamiento y antes de la prueba, usando un choque eléctrico de 1 mA. En
todos los casos la prueba de retencion se realizé 48 h después del entrenamiento.

En todas las condiciones hubo un grupo de ratas tratadas con vehiculo. EI DRB produjo
amnesia con dosis de 40 y 80 ng cuando se aplicé un choque eléctrico de 1 mA. Pero
cuando las ratas fueron entrenadas con el choque eléctrico alto, el efecto amnésico no
se presentd. No se observo dependencia de estado. Concluimos que en condiciones de
sobrerreforzamiento la sintesis de ARNm en el hipocampo dorsal no es necesaria para
la formacion de la memoria de largo plazo.

SUMMARY

Memory consolidation is the process by which newly learned information is stabilized
into long-term memory. The finding that interference with transcription in cerebral
structures that are involved in memory consolidation, such as the dorsal hippocampus
(DH), produces memory deficiencies, has led to the suggestion that this process
requires de novo RNA synthesis. On the other hand, it has been demonstrated over-
training protects against the amnesic effects of several treatments that interfere with
cerebral activity, including protein synthesis inhibitors. The objective of the present work
was to determine whether enhanced inhibitory avoidance (IA) training also has a
protective effect in rats treated with the mRNA synthesis blocker 5,6-dichloro-1-"beta " -
d-ribofuranosyl benzimidazole (DRB) in the DH. Independent groups of rats were trained
in IA using two different intensities of foot-shock (1.0 and 2. 0OmA). DRB (80 ng/0.5 pL)
or its vehicle, dimetil sulfoxide (DMSO), was administered bilaterally 15 min before the
training session. Forty-eight hours later, their retention latencies were measured. Our
results showed that pre-training DRB administration produced amnesia in the 1.0 group
while no alterations in memory consolidation were produced the group that had been
trained with 2.0 mA. These data suggest that in an enhanced learning of an IA training
(high foot-shock group) mRNA synthesis is not required for memory consolidation at
least in DH.
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1. INTRODUCCION: ASPECTOS GENERALES

Tanto el aprendizaje como la memoria son fendmenos involucrados en el
procesamiento de la informaciébn sensorial que se relacionan de manera
interdependiente y que juegan un papel muy importante en la adaptacién y

sobrevivencia de los organismos.

El aprendizaje es un proceso continuo que se define como la modificacion de las
respuestas conductuales que se dan de manera mas 0 menos permanente y que se
producen a partir de la experiencia (Morgado, 2005). La memoria ha sido descrita como
el fendbmeno por el cual se retiene o almacena la informacién adquirida, la cual puede
ser recuperada a lo largo del tiempo (Kandel, 2001). En 1900, Mduller y Pilzecker
propusieron que la formacion de una memoria permanente toma tiempo y que es
durante este tiempo cuando se puede interferir con el almacenamiento de la
informacion (McGaugh, 1966; Muller y Pilzecker, 1900). El proceso requerido para el

desarrollo de una memoria estable es conocido como consolidacion.

Existe una amplia evidencia, desarrollada en los ultimos 50 afios, que ha mostrado
muchos de los mecanismos celulares y moleculares involucrados en el proceso de
consolidacion y de la formacién de una memoria duradera (Kandel, 2001; McGaugh,
1966, 2000). Uno de los principales mecanismos celulares que se ha pensado es
requerido para la formacién de la memoria es la sintesis de proteinas y de ARNm; la
dependencia de estos procesos ha permitido dividir a la memoria en dos fases, la
memoria de corto plazo (de minutos a pocas horas) y la memoria de largo plazo (de
horas, dias semanas o inclusive afios), siendo la ultima dependiente de los mecanismos
antes mencionados (Davis y Squire, 1984; Emptage y Carew, 1993; Izquierdo et al.,
1998; McGaugh, 1966, 2000).

Puesto que todo acto conductual es reflejo de la accion del sistema nervioso, cualquier
cambio en la conducta sera el reflejo de las modificaciones funcionales en este sistema,
siendo ésta una de las cuestiones abordadas en los ultimos afios para entender las
bases neurobiolégicas del aprendizaje y la memoria. Como en muchos otros casos, en

la presente investigacion se decidié utilizar el modelo de evitacién inhibitoria en rata,



este paradigma presenta varias ventajas una de ellas es que la tarea se adquiere en
una sola sesion de entrenamiento de corta duracion, reduciendo considerablemente la
posibilidad de que los resultados experimentales se vean alterados por la intervencion
de factores ambientales aleatorios, ademas nos permite delimitar claramente entre los
procesos de adquisicion, la formacion de la memoria de corto y la de largo plazo y la

evocacion.

Una de las estructuras que se ha demostrado que participa de manera critica en la
formacion de la memoria es el hipocampo (Scoville y Milner, 1957), y su participacion
en la tarea de evitacion inhibitoria ha sido ampliamente demostrada, ya que al interferir
con su actividad se deteriora la retencion de la misma (lzquierdo et al., 1992; Ambrogi-
Lorenzinietal., 1996; Stubley-Weatherly et al., 1996; Martinez et al., 2002). Una de las
principales funciones atribuidas al hipocampo es la de codificar rapidamente
asociaciones de un estimulo complejo y almacenar la experiencia en la memoria (Morris
y Frey, 1997), ademas se ha propuesto que muchos de los eventos moleculares
requeridos para el trazado mnemonico ocurren en hipocampo (Bekinschtein et al., 2007;
Miyashita et al., 2009; O’ Sullivan, 2007).

En nuestro laboratorio se ha encontrado que bajo condiciones de entrenamiento de una
experiencia incrementada de aprendizaje, es decir, una situacion donde un individuo
recibe un mayor numero de sesiones de entrenamiento (sobreentrenamiento) o
intensidades de estimulacion relativamente altas (sobrerreforzamiento) bloquean el
efecto de tratamientos experimentales que interfieren con el proceso de consolidacion
(Prado-Alcald et al., 2007). El objetivo del presente trabajo es determinar el efecto de la
administracion de un inhibidor de la sintesis de ARNm en el hipocampo dorsal sobre la
consolidacion de una tarea de evitacion inhibitoria (EI) en una situacién de aprendizaje

incrementado.



2. ANTECEDENTES

2.1. MEMORIA DE CORTO PLAZO Y MEMORIA DE LARGO PLAZO

La memoria es un proceso activo y complejo que implica tres diferentes estadios: la
adquisicién, que ocurre cuando la nueva informacién ingresa para ser procesada y
mantenida por un corto periodo; la consolidacion, en esta fase la informacion, a través
de la sintesis de proteinas y de ARNm, pasa de un estado labil a uno estable y, por
ultimo, la evocacién, que sucede cuando se recupera la informacion almacenada para
poder ser utilizada cuando sea requerida. Estudios a nivel celular y molecular sugieren
gue estas fases pueden compartir mecanismos similares, y que su activacion en el

tiempo podria ser de forma secuencial o en paralelo (Lattal y Abel, 2001).

La informacion adquirida existe en una primera instancia en una forma labil, la cual es

susceptible a la interrupciéon, es la memoria de corto plazo (MCP); posteriormente se

vuelve més estable y perdura en el tiempo en forma de memoria de largo plazo (MLP);
esta estabilizacion de la memoria se da mediante el proceso hipotético de consolidacion
(Dudai, 2004).

Esta clasificacion de la memoria en MCP y MLP se da en base a su temporalidad, la
primera serie de experimentos que definieron algunos de los principios basicos sobre la
memoria son los realizados por Ebbinghaus (1885) quien realizé el primer andlisis
sistematico de la memoria humana al intentar averiguar cuanta informacién novedosa
podia almacenar un individuo y que tan rapido la olvidaba, Ebbinghaus disefié un
sistema de mas de dos mil silabas sin sentido para usarlo como material a memorizar,
variando la longitud de las listas asi como el nimero de repasos de cada una, para
después analizar cuantas de estas silabas era capaz de recordar al cabo del tiempo,
observado que el nimero maximo de silabas que podia repetir tras un solo repaso de la
lista dependia de el tiempo, anticipando asi la divisién temporal de la memoria (Erdelyi,
2010). Posteriormente William James introdujo los conceptos de memoria primaria y
memoria secundarias, refiriéndose a la MCP y la MLP, respectivamente (Prado-Alcala y
Quirarte, 1998).



Existen dos modelos que describen la dependencia que podria existir entre la MCP y la
MLP, uno de estos modelos propone que la informacion es transferida de la MCP a la
MLP comunmente a través de la repeticién de la informacion recién adquirida, o bien,
de acuerdo a la percepcién del estimulo, es decir se plantea que el primer almacén es
requerido para que la informacion pase al segundo almacén de mayor capacidad y
duracion (Atkinson y Shiffrin, 1971). Mdltiples estudios han apoyado este modelo, pues
han encontrado que la formacion de la memoria después de la adquisicidon se puede
irrumpir mediante la administracion post-entrenamiento de diversos agentes
farmacol6gicos de accion central y periférica, por ejemplo, los que actian sobre
receptores a los glucocorticoides (Sandi, 1998), adrenalina y noradrenalina (McGaugh
et al., 1996), acetilcolina (Prado-Alcala, 1985; Prado-Alcala, Fernandez-Ruiz y Quirarte,
1993), entre otros, asi como inhibidores de la sintesis de proteinas a nivel ribosomal
(Lattal et al., 2004; Diaz-Truijillo et al., 2009).

El segundo modelo plantea que la MCP no necesariamente es siempre requerida para
la formacion de la MLP, ya que estudios experimentales que interfieren varios sistemas
de neurotransmision (serotonina, noradrenalina, dopamina, glutamato y GABA), con la
sintesis de proteinas y de ARNm, en estructuras como la corteza entorrinal y el
hipocampo pueden afectar la MCP sin alterar la MLP en una tarea de EI (Da Silva et al.,
2008; lgaz et al., 2002; Izquierdo et al., 1999), sugiriéndose que la MLP es procesada

independiente y paralelamente a la MCP.

Consolidacion

Evocacion
MCP MLP ‘

N

Tiempo (Escala Log)

Figura 1. Representacion esquematica de la clasificacion temporal de la memoria. MCP y
MLP. Modificada de Dudai (2004).



2.2. TEORIA DE LA CONSOLIDACION DE LA MEMORIA

La teoria de la consolidacion de la memoria, se basé en el trabajo que Georg Mdller y
Alfons Pilzecker publicaron hace mas de un siglo (Lechner et al., 1999; Prado-Alcala y
Quirarte, 2007). El término consolidacion de la memoria se refiere al periodo de
transicion desde un estado fisiolégico inicial labil (MCP) hasta el establecimiento de una
memoria duradera resistente ala interrupcion (MLP) (Dudai, 2004). Durante este estadio
se produce la actividad neural necesaria para fijar las asociaciones establecidas
durante el aprendizaje. De acuerdo a McGaugh (2000) la consolidacién de la memoria
podria haber sido seleccionada por la evolucion por su funcién adaptativa, ya que
permite a los procesos enddgenos activados por una experiencia determinada modular

la intensidad del recuerdo de esa experiencia.

La duracion del periodo de consolidacion esta en relacion con el curso temporal que
siguen los mecanismos celulares y moleculares subyacentes al mismo y en funcién de
las interacciones entre los diferentes sistemas de memoria implicando de esta manera a
la MCP y la MLP (Cahill y McGaugh, 1996) (Fig.1). Una MCP implica Unicamente la
activacion de cascadas de transduccion de sefiales, es decir, un proceso por el cual
una célula transforma una sefial extracelular en una respuesta intracelular y para que
esta MCP de lugar a la MLP las sefiales de transduccion deben llegar a el nucleo de la
neurona, en donde se lleva acabo el proceso de transcripcion, y posteriormente la
traducciéon del reciéen ARNm sintetizado, finalizando con la sintesis de proteinas de
novo, las cuales son requeridas para remodelar las sinapsis, permitiendo de esta
manera que la huella de la memoria sea mas estable. A esto se le conoce con el
nombre de consolidacion sinaptica (Debiec et al., 2002, Frankland y Bontempi, 2005).
Hasta que esas asociaciones sean fijadas o consolidadas, la memoria es susceptible de
ser interrumpida. Ademas se ha sugerido que este proceso de consolidacién ocurre
dentro de las primeras 6 horas posteriores a la experiencia en una tarea de evitacion
inhibitoria (El), lo cual coincide con los cambios sinapticos observados en la misma
tarea (O’ Sullivan et al., 2007).

Sin embargo, algunos autores aun cuestionan el rol de la sintesis de proteinas y de
ARNmM de novo en la formacién de la memoria. Una hipétesis alternativa propone que



la modificacion post-traduccional de proteinas pre-existentes es necesaria y suficiente
para la MLT, y que la transcripcion y la traducciéon simplemente funcionan como
mecanismos de reposicion de proteinas usadas en las sinapsis (Routtenberg y Rekart
2005). Otra posibilidad que contemplan algunos autores, es que la sintesis de nuevas
proteinas es importante para la modulacién, pero no para la consolidaciéon de la MLT, y
no constituye el sustrato de la traza de memoria (Gold, 2006).

2.3. SINTESIS DE ARN MENSAJERO (TRANSCRIPCION?) Y
CONSOLIDACION DE LA MEMORIA

Ademas de las evidencias aqui presentadas donde se cuestiona la participacion de la
sintesis de proteinas en la consolidacion de la memoria por estudios de
sobrerreforzamiento, Canal y colaboradores (2007), demostraron que la administracion
de anisomicina en la amigdala, produjo una liberacion masiva de neurotransmisores
(dopamina, noradrenalina y serotonina), concluyendo que estos efectos son lo que
generaron el efecto amnésico y no la inhibicion de la sintesis de proteinas. Efectos
similares fueron encontrados en trabajos donde la administracion se realizé en el
hipocampo dorsal, en donde ademas, se midié una liberacion excesiva de acetilcolina.
(Qiy Gold., 2009).

Sin embargo, otros resultados han conducido al planteamiento de que los inhibidores de
la sintesis de proteinas antes citados bloguean a nivel de la traduccion que se lleva a
cabo en el ribosoma, lo cual deja abierta la posibilidad de que los ARNm puedan
finalizar su sintesis de proteinas en otros sitios de la neurona, como en mitocondrias o
ribosomas libres en las terminales dendriticas (Redondo y Morris, 2011; Willis y Jeffery,
2010); es por ello que se han realizado estudios en donde se han usado inhibidores de
la transcripcion, proponiendo que este proceso es requerido en primera instancia para

la consolidacion de la memoria.

Por otra parte, estudios que han tenido como objetivo determinar los perfiles de
expresion génica inducidos por entrenamientos conductuales mediante técnicas de
microarreglos de ADNc eDNA, técnicas de RT- PCR asi como de hibridacion in situ
(Cavallaro et al., 2002; Donahue et al., 2002; Levenson et al., 2004; Robles et al.,



2003), y especificamente en el hipocampo (O’ Sullivan et al., 2007), han identificado la
participacion de diversos genes en la consolidacion de la memoria ademéas se ha
observado que existen ventanas temporales de expresion génica que ocurren en las
primeras 24 horas después de haber aprendido algun evento; esto ha sido demostrado
conductualmente al administrar inhibidores de la transcripcién presenciando dos
ventanas criticas para la expresion de genes regulados de manera positiva, la primera
inmediatamente después del entrenamiento y la segunda durante la etapa temprana de
consolidacion de la memoria (2 — 6 horas posteriores al entrenamiento) (Igaz et al.,
2002). Se ha propuesto que la primera onda transcripcional pertenece a la expresion
incrementada de factores de transcripcion (TFs), genes de expresion temprana (IEGs)
(O’ Sullivan et al.,, 2007), asi como otros genes conocidos por ser regulados en
respuesta a la activacion de vias de sefializacion de MAPK (Levenson et al., 2004; Sirri
et al., 2010). Dentro de los TFs que se han encontrado sobreexpresados,
especificamente durante la tarea de evitacidon inhibitoria, se encuentra CREB-P1 (del
inglés cAMP-responsive element binding protein) asi como SRF (del inglés serum
response factor) (O’ Sullivan et al., 2007). Estos factores son conocidos por tener un rol
en la iniciacién de la consolidacion de la memoria, ademas de que se ha determinado

gue una mala regulacién de estos se relaciona con en la enfermedad de Alzhemier.

Dentro de los genes regulados inmediatamente después del aprendizaje, se
encontraron niveles elevados de ARNm para diversas proteinas de trafico celular
donde se incluyen a la Lrp3 de la familia de Lrp (low-density lipoprotein receptor-related
protein) las cuales tienen funcién en la internalizacién de proteinas transmembranales.
Genes de expresion temprana como zif268, Arc, Homer la y c-fos B que han sido

implicados en plasticidad sinaptica y consolidacion de la memoria (Okuno, 2011).

En experimentos conductuales realizados tanto en vertebrados como invertebrados,
entrenados en tareas de aprendizaje espacial (Da Silva et al., 2008), condicionamiento
operante (lgaz et al., 2002; Sangha et al., 2003; Boccia et al., 2007, Sherry et al., 2010)
y condicionamiento al miedo (Vecsey et al.,, 2007; Merlo y Romano., 2008); y a los
cuales se les administré inhibidores de la transcripcion, se observé la existencia de una

sola ventana temporal sensible a la inhibicibn de ARNm que ocurre durante o alrededor



del tiempo de entrenamiento (Pedreira et al., 1996; Igaz et al 2002). Entre los
inhibidores de la transcripcién més usados encontramos a la actinomicina D (Sangha et
al., 2003; Parsons et al., 2006; Vecsey et al., 2007; Alberini., 2009), a- Amanitina (Igaz
et al., 2002; Vianna et al., 2003; Da Silva et al., 2008) y el DRB (5,6- Dicloro-1-3-D-
ribofuranosilbenzimidazol) (Igaz et al., 2002; Vianna et al., 2003; Parson et al., 2006; Da
Silva et al., 2008; Sherry et al., 2010).

2.6.1. DRB Y SU ACCION SOBRE LA SINTESIS DE ARNm

El DRB es un farmaco analogo del nucledtido purina descrito en los afios 50’s como un
inhibidor sintético de la multiplicacion de varios adenovirus y retrovirus, y es una droga
potencial para el tratamiento en contra del VIH (Yamaguchi et al., 1998). Estudios
recientes, tanto in vivo como in vitro, han demostrado que el DRB es un inhibidor de
pretein-cinasas de proteinas que afecta selectivamente a la (ARN polimerasa tipo 1)
RNAPII (del inglés RNA polimerase Il), resultando en una produccion de transcriptos
cortos en concentraciones similares (Zandomeni et al., 1982). Esta enzima es la
encargada de llevar a cabo la transcripcion, uno de los procesos celulares que de
manera mas directa controla la expresion génica. En células de mamiferos el
tratamiento con DRB causa una dramatica reduccién en los niveles de ARNm (Seghal
et al., 1976). La accion que tiene sobre la RNAPII es sobre la fase de elongacion y se

resume en tres principales acciones: sus blancos son solamente transcriptos de genes

de la clase Il, no actian directamente sobre la RNAPII sino que sobre la actividad

cinasa y no inhibe factores de transcripcion generales????. Ademas experimentos

bioguimicos usando DRB han identificado diversos factores involucrados en la
transcripcion sensibles a DRB, como es la proteina DSIF (del inglés DRB-sensivity
inducting factor), que participa junto con otras proteinas especializadas, regulando el
progreso de la RNAPII a lo largo de un templete de ADN (Kim et al., 2001).

2.4. HIPOCAMPO Y SU FUNCION EN LA MEMORIA

El hipocampo es una estructura subcortical localizada en el 16bulo temporal medio y
forma parte del sistema limbico; en él se pueden distinguir tres regiones de naturaleza

glutamatérgica: el giro dentado, formado por células granulares; el cuerno de Amon



(CA), formado por neuronas piramidales y que incluye los campos CA1, CA2y CA3y la
region hilar formada por células polimorfas (Amaral et al., 2007). También existen
interneuronas GABAérgicas presentes el cuerno de Amon. Las dendritas apicales de
las células piramidales tienen proyecciones largas que ocupan la capa molecular y el
estratum radiatum en el estratum lucidum. Por otra parte, las dendritas basales de

estas neuronas se localizan en el stratum oriens (Fig. 2).

En CA3 existen las excrecencias torneadas, que son formaciones postsinapticas,
proyecciones dendriticas muy grandes con muchas zonas activas y una gran cantidad

de receptores membranales, a esta region llegan fibras que primordialmente liberan
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glutamato y neuropéptidos. Las células granulares del giro dentado proyectan hacia
CA3 principalmente al estratum lucidum.

El hipocampo recibe informacion principalmente de la corteza entorrinal, por medio de
la via perforante, formando proyecciones corticohipocampales mediante aferencias
glutamatergicas que se distribuyen en mayor medida en el GD y alcanza regiones de
CA; esta via proporciona informacién sensorial supramodal procedente de todas las

areas corticales de asociacion sensorial. También recibe proyecciones colinérgicas y

Figura 2. Células de proyeccion que forman parte de la formacién hipocampal. En la rata el
término “formacion hipocampal” comprende seis regiones cito-arquitecténicamente diferentes: el
hipocampo propiamente dicho que a su vez se divide en tres regiones (CA1, CA2 y CA3), el giro
dentado (GD), el subiculum (S), el presubiculum (PrS), el parasubiculum (PaS) y la corteza
entorrinal (CE).A, célula musgosa del hilus, B, célula granular (CG) del giro dentado de donde
parte la fibra musgosa que hace sinapsis en el stratum lucidum (SL) de la célula piramidal del
campo CA3, de esta célula parten las colaterales de Schaffer hacia el stratum radiatum (SR) de la
célula piramidal (SP) del campo CA1, en donde se localizan también los estratos oriens (SO) y el
lacunosum molecualare (SLM) (

aminérgicas que se distribuyen en GD y CA; estas provienen de la region septal y de
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los nucleos de la formacion reticular, a estas aferencias se les denomina sistema de

fimbria- fornix (Almaguer-Melian et al., 2003).

Esta estructura diencefélica esta involucrada en el procesamiento de la informacién
espacial, y en el aprendizaje y la memoria episédica, declarativa y espacial
(Eichenbaum, 1997; 1999). Algunos autores consideran que el hipocampo constituye un
almacén transitorio en la formacién de la memoria (Eichenbaum et al., 1996). Aunque
participa, junto con otras &reas cerebrales, tanto en el almacenamiento como en la
recuperagiar. dendgioneemoriascaide MEErmopte napdemigal. Nigargdamconsakidaociea de la
sefialadas - la via perforante (verde), las fibras musgosas (azul) y las colaterales de Schaffer (roja)
memoriapryutore@lopasoAdehdiesa paialagirfonatacitn. pitececsataregupsradalenediante la
participacion de circuitos sensoriales y corticales, sin que se requiera la participacion
del hipocampo (Tulving y Markowitsch, 1997). El primer reporte clinico que involucro6 al
hipocampo como una estructura fundamental para la formacion de la memoria fue el de
Milner en los afios 60’s acerca del paciente H.M, quien a los 29 afos de edad fue
intervenido quirdrgicamente, pues padecia epilepsia intratable, removiéndosele la parte
inferior y lateral del I6bulo temporal, con el objeto de eliminar las crisis convulsivas que
presentaba. A pesar de que el tratamiento logré6 un decremento en la frecuencia con
gue las crisis epilépticas se presentaban, el paciente mostré inmediatamente una

severa y persistente amnesia anterégrada (incapacidad para almacenar nueva
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informacion) (Scoville y Milner, 1957). Estudios posteriores demostraron que en el
paciente H.M. la memoria de procedimiento estaba intacta, ya que lograba recordar
tareas de tipo motor; sin embargo su memoria declarativa estaba seriamente dafada,
por lo que H.M. era incapaz de recordar informacion previamente presentada de tipo
consciente, y se relaciond esta deficiencia con el hipocampo, que fue una de las
estructuras incluidas en la remocion quirargica del I6bulo temporal (Corkin, 2002).

Estudios en ratas donde se ha lesionado el hipocampo, pone de manifiesto que esta
estructura desempefia un papel importante en la representacién espacial de contextos
(Winocur et al., 1987; Penick y Solomon, 1991), en pruebas de condicionamiento del
miedo al contexto (Rudy y O'Reilly, 1999). Ademds, también puede sustentar el
procesamiento de informacién de caracter no espacial (Wallenstein et al., 1999), asi
como en tareas de El (Izquierdo et al., 2002).

2.5. EFECTO PROTECTOR DEL APRENDIZAJE INCREMENTADO

Se ha demostrado que existe efecto protector, inducido por entrenamiento
incrementado, contra tratamientos que normalmente son amnésicos. Entrenamiento
incrementado se refiere a la situacion donde un individuo recibe un mayor nimero de
sesiones de entrenamiento o intensidades de estimulacion relativamente altas
(sobrerreforzamiento). La fuerza del aprendizaje se mide habitualmente a través de la
resistencia a la extincion. Extincion es la reduccién de una respuesta condicionada
cuando se omite el reforzador o el estimulo incondicionado (e.g., el choque eléctrico en
aprendizajes de evitacion) durante las pruebas de retencion. Entre mayor es la fuerza
del aprendizaje, mayor es la resistencia a la extinciébn, es decir, la respuesta

condicionada tardara mas tiempo en desaparecer (Fig. 4) (Garin-Aguilar, et al., 2011).

Varios investigadores han encontrado que con diversos tratamientos que normalmente
interfieren con el proceso de consolidacion en la tarea de EI existe un efecto protector a
aplicar intensidades de choque més altas. Entre los tratamientos sistémicos estudiados
en condiciones de sobrerreforzamiento y que son conocidos por producir amnesia,

estan aquellos que interfieren con la actividad serotoninérgica (Solana-Figueroa et al.,
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2002), y los bloqueadores de receptores muscarinicos (Duran et al., 1990) y se observo

gue el sobrerreforzamiento impide que se produzcan estados amnésicos.

Este efecto protector también se ha observado después de la interferencia con la
actividad de ciertas estructuras involucradas con el procesamiento de la memoria,
como en estriado (Prado-Alcala et al., 1978; Giordano y Prado-Alcala, 1986; Diaz del
Guante et al., 1990), sustancia nigra (Cobos-Zapiain et al., 1996), amigdala (Parent et
al., 1992), corteza (ver referencias en Prado-Alcald, 2007) e hipocampo (Quiroz et al.,
2003). También, se han realizado estudios del efecto del sobrerreforzamiento de
] Figura 4. Curvas de extincion. De grupos de ratas que recibieron 1.0, 2.0, 0,3.0 mA durante el i
diversastrtaseastoantevitioathmbnistraciére gde lankibideies ldadtilaoséatesysr defoproteinas.

la intensidad de choque es mayor durante el entrenamiento. En cada una de las sesiones de

Rodrigeeize@rtizXr celaxamderes {2008jiencentraronsgue depenekentoeddoacantidad de
encerrados por el circulo (Garin-Aguilar et al., 2011). ) » ) o
entrenamiento recibido antes de la primera inyeccion de anisomicina post
entrenamiento en una tarea de memoria espacial, la memoria podia verse
comprometida o no; estos investigadores reportan que cuando el entrenamiento era
moderado (3 dias de entrenamiento), la memoria era susceptible de ser alterada,
mientras que cuando el entrenamiento era mas intenso (5 dias de entrenamiento) no se
observo el afecto amnésico al momento de evaluar la memoria de largo plazo. Se ha

observado que cuando se aumenta la intensidad de la estimulacion aversiva en la tarea
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de El, hay una disminucién del efecto amnésico que se produce por la administracion
de inhibidores de la sintesis de proteinas 15 minutos antes del entrenamiento (Flood et
al., 1973,1986; Quartermain et al., 1970). Trabajos mas recientes realizados por Diaz-
Trujillo y colaboradores (2009) observaron que en la misma tarea, el entrenamiento bajo
condiciones de elevada intensidad de choque eléctrico ejerce un efecto protector contra
la amnesia tipicamente producida por un inhibidor de sintesis de proteinas, la
cicloheximida (CHX).

Otros trabajos realizados en nuestro laboratorio han demostrado los mismos efectos,
por ejemplo, al administrar anisomicina, un inhibidor de la sintesis de proteinas,
directamente en hipocampo dorsal. Se observé que también hay un efecto protector del
sobrerreforzamiento ante este tratamiento amnésico; por lo tanto, la inhibicion de la
sintesis de proteinas ya no interfiere con la consolidacion, o bien ya no es necesario el
hipocampo dorsal para esta tarea y otra estructura entra en relevo (Rodriguez-Serrano
et al., 2009). Este efecto protector también se observd con la administracion de
anisomicina en corteza insular (Mufioz-Sanchez et al., 2010). Estos hallazgos permiten
concluir que el requerimiento de sintesis de proteinas para la formacion de la memoria
de largo plazo es discutible. Sin embargo, hasta la fecha no se ha realizado ningin
estudio en el que se hayan investigado los efectos de alguno de estos inhibidores de la
transcripcion sobre el aprendizaje incrementado de una tarea de El, el cual serd el

objetivo del presente proyecto.

13



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3.1. HIPOTESIS

Los antecedentes descritos nos permiten proponer las siguientes hipotesis de
trabajo:

La consolidacion de la memoria de un aprendizaje moderado de evitacion
inhibitoria se blogueard por la administracion de un inhibidor de la
transcripcion en el hipocampo dorsal.

La consolidacion de la memoria de un aprendizaje incrementado de evitacion
inhibitoria se bloqueard por la administracion de un inhibidor de la
transcripcion en el hipocampo dorsal.

¢ Condensar en una?

3.2. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto amnésico de un inhibidor de la transcripcién sobre la

consolidacion de memoria de un aprendizaje incrementado.

3.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudiar los efectos de la administracion de diferentes dosis de DRB en el
hipocampo dorsal sobre la consolidacion de la memoria en la prueba de evitacion

inhibitoria mediada por estimulos aversivos de intensidad relativamente baja.

Estudiar los efectos de la administracion de DRB en el hipocampo dorsal sobre la
consolidacion de la memoria de la prueba de evitacion inhibitoria mediada por

estimulos aversivos de intensidad relativamente alta.
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- Estudiar los efectos de la administracion de DRB en el hipocampo dorsal sobre el

proceso de adquisicion de la tarea de evitacion inhibitoria.

- Estudiar si los efectos de la administracion de DRB en el hipocampo dorsal antes
del entrenamiento presenta un aprendizaje por dependencia de estado.

4. MATERIAL Y METODOS

El protocolo experimental de la presente tesis fue aprobado por el Comité de Bioética del
Instituto de Neurobiologia, UNAM. Los procedimientos experimentales se realizaron acorde a la
NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, especificaciones para la produccion, cuidado y
uso de los animales de laboratorio y a las normas estipuladas en la “Guide for Care and Use of
Laboratory Animals del NIH (ILAR, 1996).

4.1. SUJETOS DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas macho, de la cepa Wistar, que pesaron entre 250 y 300 g,
mantenidas en condiciones Optimas de bioterio y siguiendo las normas internacionales y
del Comité de Etica del Instituto de Neurobiologia. Las ratas fueron albergadas en el
bioterio del laboratorio desde 5 dias antes del procedimiento experimental manteniendo
un ambiente controlado en temperatura (24°C) y humedad con un ciclo de
luz/oscuridad de 12 horas (con la luz iniciando a las 7:00 h), y con libre acceso a agua y
alimento (Lab Diet, MR). Las ratas se asignaron de manera aleatoria a los diferentes

grupos experimentales.

4.2. CIRUGIA ESTEREOTAXICA

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico (50 mg/kg), combinado con atropina
(0.4 mg/kg) administrados intraperitonealmente, se colocaron en el aparato
estereotaxico (Kopf), en el cual se realiz6 de manera bilateral la insercién de canulas
fabricadas con agujas de acero inoxidable (calibre 23, de 10 mm de longitud) en el
hipocampo dorsal en las siguientes coordenadas: anteroposterior -3.8 mm, mediolateral

+2.7 mm de bregma y dorsoventral -2.8 mm a partir de la dura madre, de acuerdo al
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atlas de Paxinos y Watson (1998). Se realiz6 una incision en la piel en la linea media y
después un trépano con un diametro de 1mm en el craneo bajo las coordenadas
correspondientes y las canulas se anclaron al hueso con la ayuda de un tornillo y con
cemento dental. Después de haber realizado la cirugia, los sujetos de experimentacion
permanecieron en reposo pos-operatorio durante cinco dias. Una vez trascurridos se

iniciaron los procedimientos conductuales.

4.3. EVITACION INHIBITORIA (EI)

4.3.1. APARATOS

El entrenamiento y la prueba se realizaron en un aparato especificamente disefiado
para estudiar el aprendizaje de El de un sélo ensayo, que consiste en una camara
compuesta por dos compartimientos (30 x 30 x 30 cm cada uno) separados por una
puerta tipo quillotina. Uno de los compartimentos estuvo iluminado por un foco
incandescente de 40 W localizado en el centro de su tapa (compartimento de
seguridad). ElI otro compartimento no iluminado, denominado “de castigo”, tiene
paredes de acero inoxidable que forman una “V” hacia el centro del piso, entre las

cuales hay 1.5 cm de separacidon, mismas que pueden ser electrificadas por

encontrarse conectadas a un estimulador que genera pulsos cuadrados (Grass
Instruments Co., modelo S48G), conectado a una unidad de corriente constante (Grass
Instruments Co., modelo CCU-1A). La duracion de los estimulos, las latencias de
entrada y de retencion, que se definiran en la Seccion de Procedimientos, se midieron
con un sistema automatizado (Fig. 5). La camara de condicionamiento se ubica en un

cuarto sonoamortiguado y oscuro provisto de una fuente de ruido de fondo.



4.4. PROCEDIMIENTOS CONDUCTUALES

Después de haber concluido el tiempo post-operatorio se realizaron los siguientes
procedimientos conductuales.

4.4.1. MANIPULACION

Se manipuld por tres dias a los sujetos de experimentacion durante 3 minutos cada dia,
usando una toalla, sobre la que se colocé al animal mientras el experimentador reviso
las canulas (que no estuviesen tapadas), habituando asi al sujeto al manejo del

experimentador.

4.4.2. ENTRENAMIENTO

El dia del entrenamiento cada animal se coloc6 dentro del compartimento de seguridad;
10 s después la puerta entre los dos compartimentos se abrid, y se midié el tiempo que
tardo en cruzar al compartimento de castigo (latencia de entrada). Cuando los
animales cruzaron a este compartimento la puerta se cerré y se administré6 un choque
eléctrico; las intensidades del estimulo seran especificadas mas adelante. Cinco
segundos después la puerta se abre nuevamente permitiendo al animal escapar al
compartimiento de inicio apagandose entonces el estimulador. Se registro el tiempo
gue tard6 en salir del compartimiento de castigo y pasar al de seguridad (latencia de
escape). Después de 30 segundos en el compartimento de inicio, el animal se regreso

a su caja-hogar.
Figura 5. Camara de Evitacion Inhibitoria. Consiste en una cadmara con dos compartimentos
separados por una compuerta que se desliza a manera de guillotina; uno de los compartimentos . .
esta bien iluminado (compartimento de seguridad), el otro compartimiento es oscuro A4 4.3,
(compartimiento de castigo) y tiene un piso metdlico a través del cual se dan pequefias descargas
eléctricas continuas durante 10 segundos ya que esta conectado a un estimulador de corriente.

PRUEBA DE RETENCION
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Durante esta prueba, se siguié el mismo protocolo de entrenamiento, excepto que no se
administré el choque eléctrico. Se registré el tiempo que el animal tardd en pasar del
compartimiento de seguridad al de castigo (latencia de retencion). Si el animal no
cruzaba al segundo compartimento en 600 segundos, la sesién se dio por terminada y
se le asigno una latencia de retencion de 600 segundos.

La prueba de retencién se realiz6 a los 30 minutos o a las 48 horas después del
entrenamiento, dependiendo del protocolo experimental.

4.5. ADMINISTRACION DE DRB

La administracion de DRB se realizO con una bomba de perfusion lenta (World
Precision Instruments Inc., modelo sp200i, E.U.A.), acoplada a una microjeringa
Hamilton de 10 ul, conectada a través de un tubo de polietileno calibre PE-20 a un
inyector de 11 mm de longitud, fabricado con un tubo de aguja hipodérmica de acero
inoxidable del numero 30. La infusion de 0.5 ul se realiz6 durante un minuto y se dej6 el
microinyector dentro de la canula durante un minuto adicional para permitir una mejor
difusion. EI DRB se diluyo en DMSO (dimetilsulfoxido) al 2%. Las dosis de DRB
empleadas se describiran mas adelante; los grupos controles recibieron 0.5 pl del
vehiculo (DMSO)

4.6. EXPERIMENTOS

4.6.1. EXPERIMENTO 1: CURVA DOSIS RESPUESTA

En el primer experimento se realiz6 un disefio experimental de grupos independientes,
con el propdsito de conocer la dosis de DRB a la cual se obtiene el efecto 6ptimo para
inducir amnesia cuando el farmaco se administra en el hipocampo dorsal, ademas se
tuvo un grupo control (VEH) al cual se le administré el vehiculo empleado para el
farmaco. La intensidad de choque administrado fue de 1 mA en todos los grupos y la
prueba de retencion se realizé a las 48 horas después del entrenamiento, y se
administré el DRB o VEH 15 minutos antes del entrenamiento de El. Terminado el
experimento los animales se perfundieron para corroborar la correcta colocacion de las

canulas. A continuacion se esquematiza el procedimiento a realizar:
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Intensidad 1mA

Cirugia Entrenamie Prueba
de Choque v v
[ J | |
Dosis Veh DRB DRB DRB Das 1 2 3 4 5 6 7 8 A9 10 11 12  Perfusion
7
(ng/ 0.5 pl) 20 40 80 Manipulacié

DRB

por lado

-15 min

Figura 6. Disefio experimental de grupos independientes para el experimento 1. Vehiculo:
grupos control, DRB: grupos con administracion de DRCON dosis de 20, 40 u 80 ng/0.5yl, La
intensidad de choque en el entrenamiento fue de 1 mA (Izquierda). Linea temporal del experimento
(Derecha).

4.6.2. EXPERIMENTO 2: CURVA DE INTENSIDADES

Una vez obtenida la dosis adecuada para producir el efecto amnésico, se procedié a
realizar la curva de intensidad de choque que se administrd, esto con el objetivo de
determinar si el aprendizaje incrementado protege a la memoria contra el efecto
amnésico de los inhibidores de la transcripcion, para ello se administraron dos
intensidades de choque (1.0 y 2.0 mA). El disefio experimental empleado es de grupos
independientes para cada intensidad de choque. El siguiente esquema muestra el

procedimiento a realizar:

1 mA 2 mA Cirugia Entrenamie Prueba
nto ' 1
Intensidad de v v
Choque ® ‘ ‘ >
Dosis Veh Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Perfusion
(ng/ 0.5 ) o
Manipulacié DRB
por lado DRB 80ng n

-15 min

Figura 7. Disefio experimental de grupos independientes para el experimento 2. Vehiculo:
grupos control, DRB: grupos con administraci6on de DRB con una dosis de 80 ng/0.5ul, La
intensidad de choque en el entrenamiento correspondié 1 o 2 mA (Izquierda). Linea temporal del
experimento (Derecha).

4.6.3. EXPERIMENTO 3: DEPENDENCIA DE ESTADO

Ya que los tratamientos fueron administrados antes del entrenamiento, los sujetos estan
bajo el efecto de la droga durante la adquisicion de la tarea, pero durante la prueba de
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retencién (48 horas después) la droga ya no esta en el sistema; debido a esto podria
ocurrir un fenédmeno de dependencia de estado, una forma peculiar de aprendizaje en
la que la informacién que ha sido aprendida mientras el animal se encuentra bajo la
influencia de una cierta droga (estado) puede ser recordada y usada para resolver una
tarea sélo cuando el animal se encuentra en el mismo estado en el cual la informacion
fue aprendida, pero no en un estado diferente, por ejemplo cuando no esta bajo la
influencia del farmaco. Para determinar si este es el caso, se entrenaron dos grupos
independientes de ratas en la tarea de El con 1 mA. Se administr6 vehiculo y DRB (80
ng) tanto 15 minutos antes del entrenamiento como 15 minutos antes de la prueba de

retencion a las 48 h. En la siguiente figura se esquematiza el procedimiento realizado:

Intensidad de 1 mA Cirugfa Entrenamie Prueba
ntn ' 1
Choque v v
. I I »
Dosis Veh DRB 80
Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Perfusion
(ng/ 0.5 pl) A A
por lado r!\\/lanipulacié DRB DRB

-15 min -15 min

Figura 8. Disefio experimental de grupos independientes para el experimento 3. Vehiculo:
grupo control, DRB: grupo con administracion de DRB con una dosis de 80 ng/0.5pl, La intensidad
de choque en el entrenamiento correspondié 1 mA (lzquierda). Linea temporal del experimento
(Derecha).

4.6.4. EXPERIMENTO 4: MEMORIA DE CORTO PLAZO

Para determinar si los efectos del farmaco DRB inyectado antes del entrenamiento se
ejercen sobre la consolidacion de la memoria o sobre el

1 mA aprendizaje, se administré vehiculo o DRB a grupos de
ratas independientes y 15 minutos después se entrenaron con 1 mA en la tarea de El.

Se midid la retenciéon 30 minutos después del entrenamiento (MCP). Los deterioros de
la MCP sugeririan un deterioro en el aprendizaje. La ausencia de deterioros en la MCP
indicaria que las deficiencias en la retencién a las 48 hr (MLP) se explican mejor como
una interferencia con la consolidacién de la memoria. A continuacion se esquematiza el

procedimiento realizado:
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Figura 9. Disefio experimental de grupos independientes para el experimento 4. Vehiculo:
grupo control, DRB: grupo con administracion de DRB con una dosis de 80 ng/0.5yl, La intensidad
de choque en el entrenamiento correspondié 1 mA (Izquierda). Linea temporal del experimento
(Derecha).

4.7. ANALISIS HISTOLOGICO

Al término de las pruebas conductuales los animales se anestesiaron con una dosis
letal de pentobarbital sédico, por via intraperitoneal, y posteriormente se perfundieron
con paraformaldehido al 4 %, por via intraventricular, con la finalidad de remover las
células sanguineas del tejido cerebral. Se extrajo el cerebro, y se realizaron cortes
coronales de 50 um de grosor y se tifieron con la técnica de Nissl. Finalmente se
observaron al microscopio, con la finalidad de determinar si las puntas de las canulas
se colocaron en la zona deseada, y descartar del experimento a los sujetos que las

tuvieran fuera la misma.

4.8. ANALISIS ESTADISTICO

Debido al punto de corte arbitrario impuesto a la latencia de retencion (600 s), los datos
derivados de las pruebas de retencién no se distribuyeron de forma normal. Por esta
razon se utiliz6 estadistica no paramétrica. Se realizaron analisis independientes para
las latencias de adquisicion, escape y retencion, utilizando la prueba de Kruskal-Wallis.
Cuando fue apropiado, se usO la prueba U de Mann-Whitney para comparar la
ejecucion entre pares de grupos (p < 0.05 considerado significativo). Los datos se

presentaran como medianas + sus rangos intercuartilares.
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5. RESULTADOS

5.1. CURVA DOSIS RESPUESTA

En la sesion de entrenamiento se obtuvieron las latencias de entrada y las latencias de
escape. No se encontraron diferencias significativas en las latencias de entrada (H =
3.246, p = 0.3553) y latencias de escape (H = 1.086, p = 0.7805) entre los grupos
experimentales y controles para las diferentes dosis administradas pre-entrenamiento
(Fig. 10).
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Figura 10. Experimento 1. Latencias de entrada (lzquierda) y Latencias de Escape
(Derecha). Estan graficadas las medianas con sus rangos intercuartilares de las
latencias de entrada y escape de los grupos a los que se administré vehiculo (VEH) o
diferentes dosis de DRB15 min antes del entrenamiento en el hipocampo dorsal,
especificadas debajo de cada barra. Los niameros dentro de cada barra representan el
tamafio de las muestras.



Por otra parte, el andlisis estadistico de la latencia de retencion mostrd diferencias
significativas entre los diferentes grupos (H=10.51, p=0.0147). Una prueba de post- hoc
U de Mann Whitney revel6 que las dosis de 20 ng (U=3, p=0.0066), 40 ng (U=3,
p<0.0088) y 80 ng (U= 3, p<0.0047) produjeron deficiencias significativas en la

retencion de la tarea al ser comparadas con el grupo control (VEH). (Fig. 11).

Recordemos que las latencias bajas de retencién nos indican que en los sujetos no
hubo consolidacién de la memoria, mientras que las latencias altas indican que hubo

una buena retencién de la tarea y por tanto aprendizaje.
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Figura 11. Experimento 1. Latencias de retencion. Estan graficadas las medianas con
sus rangos intercuartilares de las latencias de retencién de los grupos a los que se
administr6 vehiculo o diferentes dosis de DRB pre-entrenamiento en el HD,
especificadas debajo de cada barra. ( **P < 0.01 con respecto a VEH).

5.2. CURVA DE INTENSIDADES

Se decidié emplear la dosis de 80 ng/0.5 pl para inducir amnesia en la tarea de El para
éste y para los siguientes experimentos, ya que es una dosis en la que se encontro el
mayor efecto amnésico al realizar la curva dosis respuesta. El analisis estadistico de

las latencias de entrada (U = 30.50, p= 0.9163) y de las latencias de escape (U = 22.50,

p= 0.3392) O] mostr6 que no hay
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diferencias significativas entre el grupo experimental y el control para la intensidad de 2

mA de choque eléctrico (Fig. 12).

Figura 12. Experimento 2. Latencias de entrada (lzquierda) y Latencias de Escape
(Derecha). Estan graficadas las medianas con sus rangos intercuartilares de las
latencias de entrada de los grupos a los que se administr6é vehiculo (VEH) o diferentes
dosis de DRB pre-entrenamiento en el HD, especificadas debajo de cada barra.

El analisis estadistico de las latencias de retencién indic6 que hay diferencias
significativas entre el grupo tratado con DRB respecto a su grupo control (VEH) que
fueron entrenados con 1.0 mA; en contraste, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos cuando se aplicé una intensidad de choque eléctrico de
2.0 mA (U = 22.5, p = 0.4078) (Fig. 13).
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Figura 13. Experimento 2. Latencias de retencién. Estan graficadas las medianas con
sus rangos intercuartilares de las latencias de entrada de los grupos a los que se
administré vehiculo o DRB (80 ng) pre-entrenamiento en el HD, y que se les administré
un choque eléctrico de 1 0 2 mA especificados debajo de cada barra. (**P < 0.01)
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5.3. MEMORIA DE CORTO PLAZO (MCP)

El andlisis estadistico de las latencias de entrada y de las latencias de escape mostrd
qgue no hay diferencias significativas entre el grupo experimental y el grupo control
(Fig. 14).
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Figura 15. Experimento 2. Latencias de Retencion de MCP Estan graficadas las
medianas con sus rangos intercuartilares de las latencias de retencién medidas 30
minutos, después del entrenamiento, de los grupos a los que se administr6 VEH o DRB
(80 ng) pre-entrenamiento en el HD, especificadas debajo de cada barra.

El
analisis estadistico de las latencias de retenciéon indic6 que no hay diferencias
significativas (U = 20, p = 0.1131)entre el grupo tratado con DRB respecto a su grupo
control que fueron entrenados con 1.0 mA y evaluados 30 min después del
entrenamiento (MCP) (Fig.15).




5.4. DEPENDENCIA DE ESTADO

No se encontraron diferencias significativas en las latencias de entrada (U =40,p=1)y
latencias de escape entrada (U = 25, p = 0.1897) entre el grupo que recibi6 DRB (80
ng) Yy vehiculo pre-entrenamiento (Fig. 16).
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Figura 16. Experimento 4. Latencias de entrada (izquierda) y Latencias de Escape

(derecha). Estan graficadas las medianas con sus rangos intercuartilares de los grupos

a los que se les administr6 VEH y DRB (80ng) pre-entrenamiento en el HD.
Por otra
parte, el andlisis estadistico de la latencia de retencion mostré diferencias significativas
entre el grupo tratado con DRB respecto al grupo vehiculo que fueron administrados
tanto 15 minutos antes del entrenamiento como 15 minutos antes de la prueba,
entrenados con un choque eléctrico de 1.0 mA y evaluados 48 hrs después del

entrenamiento (U= 6.5, p<0.01) (Fig.17)
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Figura 17. Experimento 4. Latencias de retencion. Estan graficadas las medianas con
sus rangos intercuartilares de las latencias de retencion de los grupos a los que se
administr6 VEH o DRB (80 ng) pre-entrenamiento y pre- prueba en el HD. (**P < 0.01
con respecto a VEH).
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5.5. ANALISIS

HISTOLOGICO

Las secciones del cerebro tefiidos con violeta de cresilo obtenidos de los animales a los
que se les coloco las canulas a nivel de CAl de hipocampo dorsal se muestran en la
siguiente figura, se puede observar la distancia alcanzada por la canula ademés de
punto al cual llego el inyector, por medio del cual se administré ya sea el vehiculo o el
farmaco DRB. Solo las ratas con una correcta colocacion bilateral de las canulas y que
mostraron el punto donde llegé el inyector fueron incluidas en el andlisis estadistico.



Figura 18. Analisis histoldgico. Fotomicrografia de un corte coronal tefiido con violeta
de cresilo de un cerebro de rata donde se observa el lugar de insercion de canulas y su
representacién especular con una imagen obtenida del atlas de Paxinos y Watson
(1998). La flecha indica la zona a donde llego el inyector.

6. DISCUSION

Los resultados obtenidos indican que la administracion de vehiculo o de las diferentes
dosis de DRB en el hipocampo dorsal, no produce diferencias significativas en el tiempo
gue tardaron en entrar al compartimiento de castigo durante el entrenamiento, asi como
tampoco en el tiempo que tardaron en escapar del compartimiento de castigo al de
seguridad, esto se observo en cada uno de los grupos de cada experimento (curva
dosis respuesta, curva de intensidades, memoria de corto plazo y dependencia de
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estado). Esto demuestra que el efecto amnésico producido por el DRB a ciertas dosis
no se debid a un bloqueo inespecifico en el procesamiento de la informacién ni a dafios
en las funciones motoras, sensoriales o perceptuales necesarias para la ejecucion de la
respuesta condicionada; por lo tanto, puede inferirse que todos los grupos estudiados
tuvieron la misma capacidad motora involucrada en el aprendizaje de la tarea, asi como
la misma capacidad para responder al estimulo aversivo. Estos resultados concuerdan
con los observados por Da Silva y colaboradores (2008) donde evaluaron en una tarea
variante de El.

Por otra parte, los resultados de las latencias de retencién de El nos indican que la
administracion de DRB en el hipocampo dorsal con las dosis de 40 y 80 ng produce
amnesia, y que no se encontré dicho efecto con la dosis de 20 ng, por tanto el DRB
tiene un efecto dosis-respuesta con las dosis que se emplearon. Nuestros resultados
concuerdan con la literatura, en el sentido en que se ha observado que la
administracion de DRB administrado antes del entrenamiento interfiere con la
consolidacion de la memoria evitando que se forme la MLP (Igaz, 2002). Con los
resultados obtenidos se podria sugerir que, al menos bajo estas condiciones
experimentales, es decir con un choque de intensidad relativamente baja (1mA), la
sintesis de ARNm en hipocampo dorsal es necesaria para la consolidacién de la
memoria de una tarea de El, pero que este efecto amnésico ya no se presenta cuando
se aumenta la intensidad del choque dado durante el entrenamiento (2 mA), es decir, se
observo el efecto protector del sobrerreforzamiento ante tratamientos amnésicos como
el DRB. Estos resultados muestran que cuando se incrementa la experiencia de
aprendizaje la inhibiciébn de sintesis de ARNm ya no interfiere con la consolidacion;
dicho de otra manera, el proceso de transcripcion ya no es requerido para la formacion
de MLP, al menos en esta estructura.

Sin embargo, recordemos que en estos experimentos el farmaco fue administrado
previo al entrenamiento. Generalmente en este tipo de estudios de memoria, los
tratamientos pre-entrenamiento no nos permiten hacer interpretaciones claras de los
resultados conductuales, debido a que las deficiencias en la ejecucion de las tareas

podrian no ser causadas por interferencia con procesos mnemonicos, Sino por
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interferencia con variables motoras, perceptuales o motivacionales que no permiten la
correcta adquisicion de la tarea; para descartar esta posibilidad se decidi6 realizar dos
experimentos controles: evaluar tanto la MCP como una posible dependencia de
estado. Para determinar si los efectos del DRB inyectado antes del entrenamiento se
ejercen sobre la consolidacion de la memoria o sobre el aprendizaje, se midid la
latencia de retencion 30 minutos después del entrenamiento (MCP), y los resultados
obtenidos demuestran que no existe una interferencia con el proceso de adquisicién, ya
que el grupo control y el tratado se comportaron de manera similar en la prueba, es
decir no hubo déficits en la MCP; ademas se evalu6 nuevamente 48 horas después del

entrenamiento y se observo nuevamente el efecto amnésico.

Esto nos permite concluir, que en los experimentos anteriores (curva dosis respuesta y
curva de intensidades) los cuadros amnésicos se debieron a una interferencia con el
proceso de consolidacién de la memoria, y no a una interferencia con la capacidad de
aprendizaje y con el almacenamiento de informacion en la memoria de corto plazo.
Estos datos apoyan a la teoria clasica que sugiere que para la formacién de MCP sélo
parece ser dependiente de la activacion y/o modificaciones covelentes de proteinas
localizadas en la sinapsis (Davis y Squire, 1984; McGaugh, 1966) y no se requiere de la
sintesis de ARNm de novo (McGaugh, 2000; Kandel, 2001). Por otra parte al realizar el
experimento de dependencia de estado los resultados nos muestran que cuando se
administr6 el DRB tanto antes del entrenamiento como antes de la prueba, no se
presentd un aprendizaje por dependencia de estado, ya que se observa nuevamente el
efecto amnésico del DRB en el hipocampo dorsal encontrado en los experimentos
previos de esta tesis. Ademas, el efecto amnésico de la DRB es consistente con el
encontrado en trabajos previos (lgaz et al., 2002), por lo tanto podemos inferir que los
resultados observados en los experimentos realizados anteriormente no esta presente

un aprendizaje dependiente de estado.

Existe una amplia evidencia experimental que nos indicaba que la sintesis de ARNm
de novo es requerida para la consolidacion de la memoria, ya que al administrar un
inhibidor de la transcripcidén ésta se interferia (Igaz et al., 2002). Ademas en diversos
estudios, se han aplicado las tecnologias de microarreglos de cDNA, técnicas de RT-
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PCR asi como de hibridacién in situ, para definir los perfiles de expresion génica
inducidos por entrenamientos conductuales en diferentes modelos animales (Cavallaro
et al., 2002; Donahue et al.,, 2002; Levenson et al., 2004; Robles et al.,, 2003)
especificamente en el hipocampo (O’ Sullivan et al., 2007), para determinar su
participacion en el proceso de consolidacién de la memoria. En estos estudios se ha
concluido que existen ventanas temporales de expresion génica que ocurren en las
primeras 24 horas después de haber aprendido algun evento; esto ha sido demostrado
conductualmente al administrar inhibidores de la transcripcién presenciando dos
ventanas criticas para la expresion de genes regulados de manera positiva, la primera
inmediatamente después del entrenamiento y la segunda durante la etapa temprana de
consolidacion de la memoria (2 — 6 horas posteriores al entrenamiento) (Igaz et al.,
2002). Se ha propuesto que la primera onda transcripcional pertenece a la expresion
incrementada de factores de transcripcion (TFs), genes de expresion temprana (IEGs)
(O’ Sullivan et al.,, 2007), asi como otros genes conocidos por ser regulados en
respuesta a la activacion de vias de sefializacion de MAPK (Levenson et al., 2004; Sirri
et al., 2010). Dentro de los TFs que se han encontrado sobreexpresados,
especificamente durante la tarea de evitacidon inhibitoria, se encuentra CREB-P1 (del
inglés cAMP-responsive element binding protein) asi como SRF (del inglés serum
response factor) (O’ Sullivan et al., 2007).

Estos factores son conocidos por tener un rol en la iniciacién de la consolidacion de la
memoria, ademas de que se ha determinado que una mala regulacién de estos se
relaciona con en la enfermedad de Alzhemier. Dentro de los genes regulados
inmediatamente después del aprendizaje, se encontraron niveles elevados de ARNm
para diversas proteinas de tréfico celular donde se incluyen a la Lrp3 de la familia de
Lrp (low-density lipoprotein receptor-related protein) las cuales tienen funcion en la
internalizacion de proteinas transmembranales; con base en estas evidencias
podriamos inferir que en el presente trabajo se interfiri6 con la expresion de estos
genes, ya que el farmaco DRB ejercié su efecto dentro de la primera ventana temporal
gue se ha descrito como critica para la formacion de la memoria. Los reportes hasta
ahora han sido consistentes ya que la propuesta de que sintesis de ARNm de novo es
requerida para la consolidacion de la memoria se ha observado a través de distintas

31



especies, en diversas tareas conductuales (Igaz et al., 2002; Sangha et al., 2003;
Boccia et al., 2007, Sherry et al., 2010), habiéndose corroborado esta propuesta en el
presente proyecto, como muestran los resultados del primer experimento. Por lo tanto,
podemos afirmar que la sintesis de ARNm de novo en el hipocampo dorsal es requerida
para la consolidacion de la tarea de El con una intensidad de choque relativamente

baja.

No obstante al incrementar la intensidad de choque (2mA) este proceso de
transcripcion en el hipocampo ya no es requerido, puesto que el efecto amnésico
desaparece; este mismo fendmeno donde se observa un efecto protector del
sobrereforzamiento ha sido puesto en evidencia ante otros tratamientos amnésicos en
la misma estructura (Quiroz et al., 2003) incluso al interferir con la sintesis de proteinas
(administrando anisomisina, un inhibidor que actia a nivel traduccional) (Rodriguez-
Serrano et al., 2009), proceso que se ha sugerido también es requerido para la
formacion de MLP. También se ha reportado que la anisomisina tiene  efectos
secundarios ya que incrementa la liberacion masiva de neurotransmisores (dopamina,
noradrenalina y serotonina), lo que ha llevado a la conclusion de que su efecto
amnésico se debe a sus efectos secundarios y no a una inhibiciéon en la sintesis de
proteinas per se (Canal et al., 2007). Este tipo de resultados ha puesto en duda si la
consolidacion de la memoria depende la sintesis de proteinas.

Hasta el momento no se habian mostrado evidencias que pusieran en duda el
requerimiento de la sintesis de ARNm de novo para la consolidacion de una MLP. Sin
embargo con los resultados aqui presentados es cuestionable la participacion de este
proceso molecular, ya que observamos que ante un aprendizaje incrementado la
interferencia con la transcripcibn no produce amnesia y estos datos dan apoyo al
modelo de procesamiento en paralelo propuesto por Prado-Alcala (1995) el cual postula
gue en condiciones de sobrereforzamiento o sobreentrenaimento, las estructuras que
inicialmente estaban conectadas en serie sufren un cambio, conectandose
funcionalmente en paralelo. Asi, a pesar de que alguna de las estructuras que integran
el circuito no funcione normalmente, la actividad derivada de la experiencia de

aprendizaje podra continuar su trayecto hacia el posible centro integrador, posibilitando
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de esta manera la consolidacion de la memoria. Por lo tanto se sugiere que alguna otra
estructura esta entrando en relevo o bien el proceso de transcripcidén ya no es requerido
para la consolidacion de la memoria de un aprendizaje incrementado de El.

7. CONCLUSIONES

- La administracion de DRB en el hipocampo dorsal interfiere con la
consolidacion de la memoria de El, cuando se emplea una intensidad de choque

relativamente bajo (1.0 mA).

- La administracibn de DRB en el hipocampo dorsal no tiene efectos en la
adquisiciéon ni en la MCP, pero interfiere con la consolidacién y la MLP de El
cuando se emplea una intensidad de choque relativamente bajo (1.0 mA).
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El efecto amnésico de DRB en el hipocampo dorsal no se presenta cuando se

entrena con una intensidad de choque relativamente alta (2.0 mA) en El.

Hay un efecto protector del sobrerreforzamiento ante tratamientos amnésicos
como la DRB en el hipocampo dorsal, por lo tanto la inhibicién del proceso de
transcripcion ya no interfiere con la consolidacion, o bien ya no es necesario el

hipocampo dorsal para esta tarea y otra estructura entra en relevo.
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