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Resumen

La sintesis de ARNm es necesaria para la consolidacion de la memoria bajo condiciones de
entrenamiento moderado. Otros estudios sugieren que la aplicacion de tratamientos
amnésicos no es efectiva en situaciones de entrenamiento incrementado. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar el efecto de la inhibicion de la transcripcion, por la
administracion bilateral intra-amigdala de 5, 6- diclorobenzimidazole riboside (DRB),
durante la consolidacion de la memoria de ratas entrenadas en condiciones incrementadas
en la tarea de evitacion inhibitoria. Primero se determind la dosis amnésica 6ptima,
obteniéndose una curva dosis-respuesta administrando diferentes dosis de DRB (20, 40, y
80 ng/0.5 ul/sitio) en ratas entrenadas con una intensidad baja de choque eléctrico (1 mA).
Posteriormente se analiz6 el efecto de la dosis amnésica Optima de DRB en sujetos
entrenados con una intensidad intermedia o alta (2.0 6 3.0 mA). Los resultados muestran
que la administracion de DRB (40 y 80 ng/0.5 ul/sitio) produjo un fuerte efecto amnésico
cuando el entrenamiento fue conducido con 1.0 mA. Sin embargo, la administracion de
DRB (80 ng/0.5 pl/sitio) en los grupos entrenados con 2.0 6 3.0 mA no produjo deterioro
en la memoria de largo plazo. Asi pues, una situacién de entrenamiento incrementado
protege a la memoria contra el efecto amnésico de la inhibicién de la transcripcion en la
amigdala. Estos resultados sugieren que en una situacion de entrenamiento incrementado, la
transcripcion en la amigdala no es necesaria para la formacion de la memoria de largo

plazo. El sistema podria valerse de otros mecanismos para mantener la informacion.
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Summary

Several experimental findings suggest that inhibition of mRNA disrupts memory
consolidation under normal conditions of training. A growing body of evidence indicates
that the administration of amnesic treatments is ineffective in conditions of enhanced
training. The aim of the present work was to evaluate the effect of transcriptional inhibition,
produced by bilateral intra-amygdala administration of 5, 6- diclorobenzimidazole riboside
(DRB), on memory consolidation of rats subjected to enhanced training of inhibitory
avoidance. First, the optimal amnesic dose of DRB was determined. To this end we did a
dose-response curve by administering different doses of DRB (20, 40, and 80 ng/0.5
ul/site) when the rats were trained with a low intensity of foot-shock (1.0 mA). Then, we
analyzed the effect of the optimal amnesic dose of DRB when the subjects were trained
with medium or high levels of foot-shock (2.0 or 3.0 mA). Our results show that DRB
administration in doses of 40 and 80 ng/0.5 ul/site produced a strong amnesic effect when
training was conducted with a relatively low intensity of foot-shock (1.0 mA). However,
DRB administration at a dose of 80 ng/0.5 ul/site in the groups that had been trained with
2.0 or 3.0 mA, was ineffective in impairing long-term memory. Thus, a situation of
enhanced training protects memory from the amnesic effect of transcriptional inhibition in
the amygdala. These data support the view that in a situation of an enhanced training
experience, transcriptional activity in the amygdala is not essential for formation of long-

term memory.
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1. INTRODUCCION

A lo largo de la evolucion, tanto el ser humano como otras especies de organismos han
sufrido modificaciones de tipo estructural y funcional en su sistema nervioso que les han
permitido adaptarse a su ambiente favoreciendo de esta forma su subsistencia. Esta
supervivencia es producto de la capacidad que tienen sus células nerviosas y gliales para
adaptarse a los cambios en su ambiente interno y/o externo, a la experiencia adquirida, asi
como a cambios estructurales y funcionales producidos por lesiones. Cuando este
fendmeno ocurre en el sistema nervioso central (SNC), es denominado plasticidad cerebral
(Gispen, 1993). De hecho, la plasticidad es una importante propiedad del cerebro mamifero
y refleja la capacidad de la actividad neuronal generada por una experiencia para modificar
la funcion de circuitos neurales y subsecuentemente modificar pensamientos, sentimientos
y la conducta. En particular, la plasticidad sinaptica se refiere a las modificaciones de la
fuerza o eficacia de la transmision sinaptica en sinapsis preexistentes dependientes de su
actividad (Citri y Malenka, 2008).

El estudio de los mecanismos plasticos sobre los cuales se sustentan el aprendizaje y la
memoria se realiza desde varios niveles de andlisis (molecular, sinaptico, de sistemas y
conductual). El presente proyecto de investigacion se basé en el analisis a nivel
conductual, el cual ha sido posible gracias al desarrollo de diversos paradigmas y modelos.

Por otra parte, se ha descrito que para que una informacion o experiencia adquirida bajo
condiciones de entrenamiento moderado se consolide se requiere tanto de sintesis
proteinica de novo como de ARNm de novo (Bailey et al., 1999; Igaz et al., 2002; Da Silva
et al., 2008; Cammarota et al., 2003; Duvarci et al., 2008). Se ha demostrado que ante un
entrenamiento incrementado (una situacion en la cual un sujeto recibe mas sesiones de
entrenamiento después de haberse alcanzado una asintota o intensidades de estimulacion
aversiva relativamente altas), se genera un efecto protector contra tratamientos que
normalmente son amnésicos (Giordano y Prado-Alcald, 1986; Durén, et al., 1990; Solana-
Figueroa, et al., 2002; Rodriguez et al., 2008; Diaz-Truijillo, et al., 2009; Salado-Castillo et
al., 2011; Prado-Alcalé et al., 2012).




Con base en lo anterior, en el presente trabajo se plante6 la evaluacion del efecto de la
inhibicion de la transcripcion en la amigdala después de un entrenamiento incrementado

Ilevado a cabo con el paradigma de evitacion inhibitoria.

2. ANTECEDENTES

2.1. APRENDIZAJE Y MEMORIA

2.1.1. Clasificacion de la memoria y consolidacion

Desde la perspectiva de las neurociencias, el aprendizaje es definido como un cambio en la
conducta de un organismo debido a una experiencia previa, este fendmeno se expresa a
través de cambios potenciales o relativamente permanentes puesto que es susceptible de ser
modificado por otro estimulo ambiental. La memoria se refiere a un mecanismo que
implica retencion de la informacion previamente adquirida, la cual esta sujeta a la
evocacion (Bear, et al., 2001; Sweatt, 2010). Para su estudio, este proceso se clasifica con

base en una linea temporal de la informacién almacenada (Figura 1).

Consolidacion

Evocacion
MCP MLP ‘

Evocacion

Memoria

Tiempo (Escala Log)

Figura 1. Clasificacion temporal de la memoria. MCP: Memoria de corto plazo, MLP:
Memoria de largo plazo (Modificado de Dudai, 2004)




Como podemos observar en la figura 1, existe una transicion de la memoria de corto plazo
a la memoria de largo plazo, que depende de varias caracteristicas intrinsecas al evento, lo
cual ocurre dentro de un periodo denominado consolidacion. Se ha descrito que este
proceso se refiere a una progresiva estabilizacion post adquisicion de la informacion hacia
el largo plazo, que es dependiente del tiempo y durante la cual la memoria es susceptible
de ser alterada. La propuesta del requerimiento de esta fase para generar un trazo de
memoria estable fue desarrollada por Muller y Pilzecker desde principios del siglo XX
(Squire y Kandel, 2000).

Es importante indicar que la consolidacion se divide en dos tipos: consolidacion a nivel
celular o sinaptico, la cual es rapida e implica eventos moleculares y celulares que ocurren
inmediatamente después del entrenamiento y no van mas alla de minutos, horas o dias; y
consolidacion de sistemas, que es lenta e implica la participacion de diferentes regiones
neocorticales, y su interaccion con estructuras del l6bulo temporal medial reorganiza el

material de informacion reciente (Dudai, 2004; Medina et al., 2008).

2.1.2. Mecanismos moleculares de la memoria

El médico Santiago Ramén y Cajal (1852-1934), premio Nobel de Medicina en 1906, fue
el primer cientifico en sugerir que el numero y la fortaleza de las conexiones sinapticas
eran una base fisica del aprendizaje y el sosten de la memoria (Ramén y Cajal, 1984;
citado por Morgado-Bernal, 2011). Posteriormente, el psicobiélogo Donald O. Hebb
propuso a la plasticidad asociativa como un mecanismo del aprendizaje y la memoria en el
que la coincidencia de la actividad pre y post sinaptica es viable para modificar las
conexiones neuronales en algunas estructuras en el cerebro (Hebb, 1949). En la actualidad
se reconoce un modelo que explica estas modificaciones plasticas en el sistema nervioso.
En 1973 Norwich Terje Lomo y Timothy Bliss descubrieron que la estimulacion moderada
de alta frecuencia en la misma via hipocampal producia un estable y duradero incremento
en la respuesta sinaptica, que podria durar dias e incluso semanas en animales intactos.
Este fenomeno fue denominado potenciacion de largo plazo (LTP por sus siglas en inglés)
(Bliss y Lomo, 1973).

Las investigaciones que se han realizado en relacién a los mecanismos moleculares y

celulares que subyacen al aprendizaje y la memoria han tenido mucho progreso desde
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décadas pasadas por el empleo de la LTP como modelo experimental. La LTP se refiere al
incremento prolongado de la eficiencia sinptica debido a la estimulacion de las vias
aferentes en un area determinada del Sistema Nervioso. Se ha descrito que los farmacos
antagonistas de los receptores NMDA, como el p-AP5 (p.2-amino-5-fosfonovalerato)
evitan la induccion de la LTP (Harris et al., 1984), lo cual sugiere que los receptores
NMDA son un “swich” molecular crucial para la induccion de la LTP. Este tipo de
receptores normalmente se encuentran inactivos. Durante la actividad de las conexiones
sinapticas, las terminales presinapticas liberan el neurotranmisor glutamato al espacio
extracelular, el cual activa a los receptores AMPA de la neurona postsinaptica dando lugar
a la entrada de sodio (Na®) al interior de la célula. Los receptores NMDA también
responden al glutamato pero se encuentran bloqueados por un ion de magnesio (Mg*?),
para remover el Mg es necesaria la despolarizacion de la membrana, lo cual ocurre debido
a la entrada de iones como el Na™ a través de otros canales como AMPA (Malenka y Bear,
2004; citados por Gomez-Palacio Sjectnan, 2009). Cuando los receptores NMDA son
activados, ademas de favorecer la entrada de iones de Na®*, también permiten la entrada de
calcio (Ca*"). El Ca®* que ingresa a través de los receptores NMDA una vez que son
activados, activa una molécula de sefializacion llamada calmodulina, la cual desencadena
diferentes vias de transduccion al interior celular. Dentro de las proteinas activadas por la
calcio calmodulina se encuentran la CaMKII, que se ha descrito como una enzima clave
para la regulacion de la fase temprana de la LTP y la formacién de la memoria (Malinow et
al., 1987; Silva et al., 1992; Mayford et al., 1995; Giese et al., 1998; Lisman et al., 2002;
citados por Wang et al., 2006). Otras cinasas tales como PKC, y MAPK también estan
implicadas en la expresion de la LTP. Las modificaciones sinapticas dependientes de
fosforilacion mantienen la LTP por 1-3 horas, y este periodo es conocido como fase

temprana de la LTP (E-LTP, por sus siglas en inglés) (Wang et al., 2006) (Figura2).

Se ha descrito también que la proteina calcio calmodulina activa la glicoenzima adenilato
ciclasa, la cual produce adenosin monofosfato ciclico (AMPCc) a partir de las moléculas de
adenosin trifosfato (ATP). Durante la induccion de la LTP, el AMPc activa la PKA. Al ser
activada la PKA, se produce una disociacion de su unidad reguladora de la catalizadora,
favoreciendo la traslocacion de la unidad catalizadora al interior del nicleo. Una vez en el
nacleo, PKA transfiere grupos fosfato para la activacion de factores de transcripcion como
CREB que participa en la modulacién de la transcripcion de un gran nimero de genes que

contienen sitios responsivos a ella, denominados CRE (elementos responsivos al AMPc)
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(Meinkoth et al., 1993; Lisman et al., 2002). Con relacion a lo descrito previamente, se ha
indicado que PKA, asi como la via de ERK estan implicadas en el mantenimiento de la
eficiencia sinéptica por mas de 3 horas. EI mantenimiento prolongado de la LTP o también
conocida como fase tardia de la LTP (L-LTP, por sus siglas en inglés) requiere de la
activacion del factor de transcripcion como CREB vy de sintesis de nuevas proteinas (Frey
et al., 1988, citado por Wag et al., 2006) (Figura 2).

Corto plazo Largo plazo
Pasednppds NOCLEC
CRE CRE
PHC S r
Mensajeros CaMKIl
retrogrados Tirosinas kinasas PKA
K y Sintesh de proteine
\ / L (BONF)
Calcio Calmodulina—__ = B® AMPc
) Adeniluto[-ii-:] as
ciclosa
N2t ‘-‘éﬂm R::gmiza::n
RMpﬂ“ & NMDA ..
s Lo
B/ Yev
! g oo'o o oo_0o
0 %0 o0po0 %
o
00 o0
Figura 2. Mecanismos moleculares desencadenados por la LTP. Se distinguen dos etapas: la fase
temprana de la LTP, que consta de la activacion de proteinas existentes que favorecen la comunicacién
sinaptica haciéndola mas eficiente y la fase tardia de la LTP en la cual, los elementos fundamentales son la
sintesis proteinica y la formacién de nuevos contactos sinapticos (Gdmez-Palacio Schjetnan, 2009).

Un gran cuerpo de evidencia sustenta que la formacion de la memoria es un proceso
dependiente de tiempo. Por lo general la informacién recién adquirida es labil y se
mantiene sélo a corto plazo, debido a ello es necesario el proceso de consolidacion para
que la memoria sea almacenada a largo plazo. Se ha descrito que el proceso de
consolidacién es dependiente tanto de sintesis de ARNm como de sintesis proteinica de
novo para que éste tenga lugar (Davis y Squire 1984; Dudai y Morris 2000; McGaugh,
2000; Kandel, 2001). Con relacion a lo anterior, diversos grupos de investigacion han
demostrado que la administracion de farmacos que inhiben los procesos de transcripcion y
de traduccién en diferentes estructuras del SNC implicadas en la estabilizacion de la

memoria, genera un efecto amnésico sobre la informacion inicialmente adquirida
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(McGaugh, 1966; Squire y Barondes, 1970; Davis y Squire, 1984; Pedreira, et al., 1996;
Kandel, 2001; Barrientos et al., 2002; lgaz, et al., 2002; Dudai, 2002; Cammarota, et al.,
2003; Da Silva, et al., 2008; Nader y Hardt, 2009). Asi pues, la consolidacion de la
memoria podria verse como un dialogo entre genes y sinapsis (Kandel, 2001; citado por
Morgado-Bernal, 2011). Como resultado de este didlogo ocurre una remodelacion en las
espinas dendriticas proporcionando cambios estructurales relativamente persistentes que
favorecen la estabilizacion y el mantenimiento de la memoria de largo plazo. Estos
cambios incluyen no sélo la formacion de nuevas espinas sino también el alargamiento de
la cabeza de las espinas ya formadas o bien la poda de otras espinas (Engert y Bonhoeffer,
1999; citados por Morgado-Bernal, 2011). En relacion a ello, se ha indicado que el
alargamiento gradual de las espinas dendriticas en las neuronas piramidales del CA1 del
hipocampo es altamente dependiente de sintesis de nuevas proteinas y del factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF por sus siglas en inglés) (Tanaka et al., 2008).
De hecho, el BDNF es descrito como una de las principales neurotrofinas cuya
sefializacion contribuye con los cambios plasticos que acomparian a la consolidacién de la

memoria y su persistencia.

Recapitulando, el establecimiento de la memoria en el largo plazo compete modificaciones
tanto estructurales, moleculares, asi como de las propiedades eléctricas de las neuronas las

cuales sustentan su persistencia.

2.2 EL PAPEL DE LA AMIGDALA EN LA ESTABILIZACION DE
MEMORIAS AVERSIVAS

La amigdala es un complejo estructural que esta implicada en un amplio rango de
conductas tanto normales como patoldgicas. Los nucleos dentro del sistema nervioso,
como es el caso de la amigdala, se distinguen por criterios histologicos, tales como la
densidad, la configuracion, la forma y tamario de las células, la trayectoria de las fibras y/o
con base en sus firmas quimicas (LeDoux, 2007). Los nucleos de la amigdala conectan
reciprocamente al hipocampo, hipotadlamo y talamo, entre otras estructuras. De esta forma,
la amigdala proporciona un enlace entre el sistema sensorial y los sistemas ejecutivos de la

conducta emocional en el cerebro medio y respuestas endocrinas. Los nudcleos de la




amigdala se han dividido en dos grupos importantes para el estudio de aprendizajes de tipo
aversivo: el basolateral, y el centromedial (Mirolli et al., 2010) (Figura 3).

Figura 3. Nucleos de la amigdala de la rata y sus divisiones. Los mismos nulcleos estan presentes en
primates, incluyendo los humanos. El panel de la izquierda muestra un esquema en caricatura en donde se
muestra la division de los nucleos en dos grupos: Centro-medial y Basolateral. En el panel de la derecha se
observan las fibras de la amigdala por medio de una tincién de plata. BA= Nucleo amigdalino basal accesorio;
B= Nucleo amigdalino basal; BL= Nucleo amigdalino basal lateral; ABL= Complejo amigdalino basolateral;
NCET= Nucleos de la cama de la estria terminalis; ACe= Extensién de la amigdala central; CM= Nucleo
amigdalino centro medial; CL= Nucleo amigdalino centro lateral; NAC= Nucleo amigdalino centro lateral,
subdivision capsular; 1IC= Nucleo intercalado; AL= Nucleo amigdalino lateral; DL= Nucleo amigdalino dorso
lateral; LVL= Ndcleo amigdalino lateral ventro-lateral; LVM= Nucleo amigdalino lateral ventro-medial; AMe
= Extension de la amigdala medial; DM = Parte dorsal del ndcleo amigdalino medial; VM = Parte ventral del
ndcleo amigdalino medial; B= Ndcleo basal; Ce= Nucleo central; M= Nucleo medial; NC= Ncleos corticales;
ATE= Area de transicion amigdalo-estriatal; CPu= Caudado putament; C= Corteza (modificado de: Knapska et
al., 2007; LeDoux, 2007).

En el cerebro, las conexiones entre estructuras estan relacionadas a las funciones que se
llevan a cabo ante una situacion particular. Se ha descrito que cuando un organismo
percibe un estimulo, la informacién sensorial (i.e., visual, auditiva, tactil, olfativa)
proveniente del tAlamo llega al nucleo lateral de la amigdala. Otras regiones de la amigdala
reciben informacion de otras estructuras cerebrales, permitiendo que diversos tipos de
informacion sean procesados por la amigdala. A partir del nucleo lateral la informacion es
enviada a los nucleos dorsales, asi como a los nicleos basolateral y medial. Posteriormente
la informacidon se conduce al nucleo central, el cual proyecta a otras estructuras como al

hipotdlamo lateral, al nuacleo paraventricular del hipotalamo, a la sustancia gris
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periacueductal, al nervio motor del vago, y a otras areas del tallo cerebral que
directamente median sefiales especificas de miedo y ansiedad. Sin embargo, el nlcleo basal
también envia proyecciones de salida hacia estructuras como la corteza prefrontal, cortezas
de asociacion polimodal y estriado ventral (Aggleton, 2000; LeDoux, 2007) (Figura 4).
Esta capacidad favorece su proyeccion e intercomunicacion con otras regiones del cerebro
implicadas en el almacenamiento de la informacién. Asimismo, se ha reportado que la
neurotransmision entre el nucleo lateral y basolateral es mediada por glutamato, y que la
administracion de antagonistas de NMDA en el nucleo basolateral bloguea el aprendizaje
en varios paradigmas de condicionamiento (Miserendino et al., 1990; Sanger y Joly, 1991;
Campeau et al., 1992; Kim y McGaugh, 1992; Stefanacci et al., 1992; Liang et al., 1994;
citados por Ono, Nishijo y Uwano, 1995)

[SGP (congelamiento) J

> [ HL (respuestas autonémicas) ]
INFORMACION SENSORIAL DEL

TALAMO Y LA CORTEZA (i. e
auditiva, somatosensorial,
gustativa, olfativa)

]

HIPOCAMPO
CORTEZA ENTORRINAL

[N PVH (modulacién hormonal) J

ESTRIADO VENTRAL
CORTEZA CORTEZAS DE (reacciones instintivas)

PREFRONTAL ASOCIACION
(regulacién) POLIMODAL
(cognicion)

Figura 4. Proyecciones aferentes y eferentes de algunos nucleos especificos de la amigdala.
Las flechas verdes indican las aferencias que reciben ciertos nlcleos de la amigdala, las flechas
azules indican las proyecciones eferentes. Las flechas negras indicas las conexiones entre
estructuras o entre nicleos de la amigdala. LA= amigdala lateral; B= basal; M= medial; Ce=
central; SGP= sustancia gris periacueductal; HL= hipotalamo lateral; NPVH= n(cleo
paraventricular del hipotalamo (modificado de LeDoux, 2007)

Desde hace casi cinco décadas se han llevado a cabo investigaciones con diversas técnicas
experimentales en diferentes especies animales, en las cuales se ha observado que la
amigdala juega un papel crucial en los procesos de adquisicion, consolidacién y evocacion
de la memoria, asi como en la conducta emocional y motivada (McGaugh et al., 1995;

Aggleton, 2000). En este sentido, las investigaciones que reportan los efectos de la
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estimulacion eléctrica de la amigdala fueron los primeros en sugerir la importancia de esta
estructura en estos procesos (Goodard, 1964; citado por McGaugh, 2004). Se ha mostrado,
por ejemplo, que la estimulacion eléctrica post entrenamiento de la amigdala puede
deteriorar o incrementar la retencion de la tarea, dependiendo de la intensidad del choque
eléctrico empleado en el paradigma de evitacion inhibitoria, sugiriendo que la amigdala
estd implicada en la modulacion del almacenamiento de la informacidn, la cual esta a cargo
selectivamente de la amigdala basolateral (BLA) (Gold et al., 1975; citado por McGaugh,
Bermudez- Rattoni y Prado-Alcala, 1995). Por otra parte se ha reportado que la amigdala
lateral (LA) participa de manera importante en la percepcion y prediccion de la cualidades
nocivas de un estimulo, de manera que esta region en particular se ve implicada en la

asociacion del estimulo condicionado con el estimulo incondicionado (Blair et al., 2005).

Diversos han sido los paradigmas de memoria en donde se ha observado una participacion
de la activacion e integridad de la amigdala para la consolidacion de la informacion, tales
como el condicionamiento de miedo al contexto, condicionamiento al miedo de clave (tono
0 luz), discriminacion en el laberinto en Y, condicionamiento de preferencia de lugar,
entrenamiento apetitivo en el laberinto radial, tarea de evitacion inhibitoria, entre otros
(McGaugh et al., 1988; Packard y Chen 1999; Sacchetti et al., 1999; Vazdarjanova y
McGaugh 1999; Schafe y LeDoux 2000; Schroeder y Packard 2000; Hsu et al., 2002;
LaLumiere et al. 2003; Miranda et al., 2003; citados por McGaugh, 2004).

Asi pues, se ha descrito que la amigdala es critica para la modulacion de la memoria.
Dentro de dichas influencias moduladoras en la consolidacion por parte de la amigdala se
encuentra la liberacion de norepinefrina (NE). Por ejemplo, se ha encontrado que la
estimulacion con choques eléctricos produce liberacién de NE en la amigdala y que la
administracion de epinefrina o farmacos que incrementan la consolidacion (tales como
antagonistas a GABA y a receptores de péptidos opioides) también incrementa la
liberacion de NE en la amigdala. Sin embargo, el uso de farmacos que deterioran la
memoria (como agonistas a GABA y a receptores de péptidos opioides) reduce la
liberacion de NE (Galvez et al., 1996; citado por McGaugh, 2000). Extensa evidencia
indica que la retencion de la informacion adquirida puede ser incrementada por la
administracion post entrenamiento de farmacos estimulantes del sistema nervioso, lo cual
sugiere gque la modulacion del almacenamiento se debe a la accion de neurotransmisores
enddgenos Y a la liberacion de hormonas por la estimulacion emocional (McGaugh, 1973).

Al respecto, Gold y van Buskirk (1975) encontraron que la retencion del entrenamiento en
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evitacion inhibitoria se facilitd por la administracion post entrenamiento de epinefrina. Y
asimismo, subsecuentes investigaciones han reportado efectos similares en experimentos
en los que se emplearon diversas tareas de entrenamiento y diferentes tipos de farmacos
que favorecen la liberacion de vasopresina, acetilcolina, y corticoesterona (lzquierdo y
Dias, 1983; McGaugh y Gold, 1989; citados por McGaugh, Bermudez-Rattoni y Prado-
Alcala, 1995). Asimismo, se ha descrito que la retenciéon es modulada por la
administracion de drogas GABAEérgicas. Cuando se administran agonistas GABAEérgicos
en la amigdala después del entrenamiento, la retencidn se ve deteriorada, mientras que los
antagonistas GABAérgicos incrementan la retencion. Por ejemplo, en ratas entrenadas en
la tarea de evitacion inhibitoria, las lesiones en la amigdala bloquean los efectos del
deterioro en la memoria producido por el farmaco diazepam administrado sistémicamente
previo al entrenamiento (Tomaz et al., 1991, 1992). Esto sugiere que las influencias

GABAérgicas en la memoria son mediadas por la amigdala.

En general, los estudios reportados en esta seccidn sefialan que la amigdala juega un papel
importante dentro de las diferentes fases de la memoria (adquisicion, consolidacion y
evocacion) a través de la modulacion de sistemas de neurotransmision y hormonal
implicadas en la formacion de la memoria. En particular, en esta investigacion
analizaremos la participacion de la amigdala en la consolidacion de la memoria aversiva

evaluada en la tarea de evitacion inhibitoria durante un entrenamiento incrementado.

2.3. SINTESIS DE ARNm Y CONSOLIDACION: INHIBICION DE LA
TRANSCRIPCION EMPLEANDO EL FARMACO DRB

Como ya se indicO anteriormente, numerosas evidencias experimentales indican que la
consolidacién es un proceso dependiente tanto de sintesis de nuevas proteinas como de
ARNmM de novo (Davis y Squire 1984; Dudai y Morris 2000; McGaugh, 2000; Kandel,
2001; Dudai y Eisenberg, 2004). No obstante, los resultados en los que se ha encontrado un
estado amnésico, arrojados por estudios en los cuales se han administrado farmacos para
inhibir la sintesis de proteinas de novo (McGaugh, 1966; Rosenblum et al., 1993; Barrietos
et al., 2002 Alberini, 2008; Nader y Hardt, 2009) no son sélo el reflejo del decaimiento en
la tasa de sintesis proteinica, sino que también evidencian una alteracion neuroquimica y

electrofisiologica en el funcionamiento neuronal. Con relacién a esto, se ha encontrado que
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la administracion de anisomicina (farmaco inhibidor de la sintesis de proteinas) produce un
aumento en los niveles de neurotransmision (norepinefrina, dopamina, serotonina vy
acetilcolina) inmediatamente después de ser administrada en la amigdala e hipocampo, el
cual persiste en promedio hasta por 3 horas antes de regresar a sus niveles basales (Canal et
al., 2007; Qi y Gold, 2009). Por otra parte, Sharma et al., en el 2012 a través de un estudio
electrofisiologico mostraron que la administracion de anisomicina en el hipocampo de
ratas anestesiadas suprime y/o abole la actividad espontanea y los potenciales de campo
locales evocados. En este mismo estudio también se observo a través de técnicas de radio
marcaje (por incorporacion de aminodcidos con iso6topos radioactivos) que la
administracion de anisomicina y cicloheximida inducen un decremento en la sintesis de

proteinas, relacionado con el decremento en la actividad hipocampal.

El uso de farmacos que inhiben la sintesis de ARNm es un medio para reprimir el proceso
de transcripcion, uno de los procesos celulares que de manera mas directa controla la
expresion génica. Aunado a lo anterior y con base en los resultados que produce la
utilizacion de inhibidores de la sintesis proteinica, el empleo de farmacos que inhiben el
proceso de transcripcion, es un recurso alternativo para producir un decaimiento en la tasa
de sintesis de proteinas tomando en cuenta que este proceso es requerido como primera

instancia para la consolidacion de la memoria.

La mayoria de los genes que son expresados en una célula, son transcritos en el nucleo en
una molécula llamada ARNm (&cido ribonucleico mensajero), que es transportado fuera
del nacleo hacia el citoplasma, en donde se traduce hacia una proteina a través de los
ribosomas. La funcién del ARNm es enviar la informacion para la fabricacion de una

proteina especifica codificada en el ADN.

Existe gran evidencia en la literatura que muestra que la inhibicién de la transcripcion
deteriora la consolidacion de la memoria. Igaz y colaboradores demostraron que la
memoria adquirida en el paradigma de evitacion inhibitoria requiere de sintesis de ARNm
en el hipocampo en dos ventanas de tiempo, esto es, cercano al entrenamiento y de 3 a 6
horas después del entrenamiento (Igaz et al., 2002). Asimismo, se ha reportado que la
inhibicion de la sintesis de ARNm en esta misma &rea deteriora tanto la consolidacion
como la re-consolidacion de la memoria espacial y bloquea el restablecimiento de una
respuesta al miedo previamente adquirida (Cammarota et al., 2003; Da Silva et al., 2008).

Se ha observado que la sintesis de ARNm es necesaria para la consolidacion de tareas

11



relacionadas con la amigdala como lo es el condicionamiento al miedo (Bailey et al., 1999;
Schafe y Leroux, 2000; Parsons et al., 2006; citados por Duvarci et al., 2008). En este
sentido, un par de estudios han reportado que la inhibicion transcripcional en la amigdala
deteriora la memoria al miedo auditiva y contextual de largo plazo, quedando intacta la

memoria de corto plazo (Parsons et al., 2006; Duvarici et al., 2008).

Se ha descrito que el empleo de farmacos inhibidores de la transcripcion, ademas de
bloquear este proceso, incrementa la transcripcion de una determinada serie de genes. Por
ejemplo, se ha demostrado in vitro que el tratamiento a células HCT116 con DRB (5,6-
Diclorobenzimidazol ribdsido) a una concentracion de 50 uM, o amanitina y actinomicina
D (todos ellos inhibidores de la transcripcion) genera una inhibicion global de la sintesis de
ARNmM, sin embargo se produce un aumento de la proteina p53, lo que activa la
transcripcion de genes blanco de p53, tales como p21 y Hdm2, promoviendo la
traslocacion de p53 en las mitocondrias y produciendo apoptosis (Gomes et al., 2006)
Choong et al., 2009; Beckerman y Prives, 2011, citados por Bensaude, 2011). Resultados
similares se han observado debido al empleo de otros farmacos que inhiben el proceso de
transcripcion tales como flavopiridol, o amanitina y actinomicina D (Choong et al., 2009;
Beckerman y Prives, 2011; citados por Bensaude, 2011). Por otra parte, la inhibicion de la
transcripcion también genera cambios en las propiedades bioguimicas de las proteinas
nucleares, como las histonas y ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNPs). Con
relacién a lo anterior, dos investigaciones han reportado que la ubiquitinacién de la histona
H2B vy la fosforilacion de la histona H1b se reduce en células tratadas con actinomicina D
0 con DRB (Davie y Murphy, 1990; Chadee et al., 1997; citados por Bensaude, 2011). De
manera similar, se ha demostrado que la inhibicion de la transcripcion resulta en una
reorganizacion de las estructuras nucleares. En este sentido, los farmacos que inhiben la
funcién de la ARNP Il (ARN polimerasa Il), como la actinomicina D, DRB 0 a-amanitina
producen la segregacion de componentes nucleolares y la formacion de estructuras
denominadas tapas nucleolares (Shav-Tal et al., 2005). Por otra parte, la inhibicién de la
ARNP Il con una alta concentracion de o-amanitina promueve la reorganizacion de un

compartimento perinucleoclar (Pollok y Huang, 2009)

En los estudios anteriores se han empleado diferentes tipos de farmacos inhibidores de la
transcripcion. Dentro de ellos, el DRB es uno de los mas empleados debido a que es un
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inhibidor con un mayor nivel de especificidad, ya que produce una inhibicion selectiva de
los transcritos para la ARNP Il. Con relacion a lo anterior, se ha reportado que en la
mayoria de los genes los factores de elongacion negativos (NELFs, por sus siglas en
inglés), también conocidos como Factores que Inducen Sensibilidad al DRB (DSIF, por sus
siglas en inglés) producen una pausa de la ARNP Il inmediatamente después de la
iniciacion previniendo la continuacion de la transcripcion. Precisamente la fosforilacion de
estos factores por el Factor de Elongacion de la Transcripcion Postivo (P-TEFb) es
requerida para sobrepasar este obstaculo. La cinasa caseina 9 (CDK?9) es una sub unidad
que se une con la ciclina T1 o T2 para formar un heterodimero que constituye al P-TEFb
(Zandomeni et al., 1986; Peterlin y Price, 2006; citados por Nechaev y Adelman, 2011). El
P-TEFb ademas fosforila el dominio carboxilo terminal de la subunidad larga (CTD) de la
ARNP I, fase que ha sido referida como esencial para la transicion de la iniciacion a la
elongacion. De esta forma el DRB detiene la elongacion de la transcripcion produciendo
una terminacién prematura de la cadena de ARNm (Zhu et al., 1997; citado por Bensaude,
2011) (Figura 5).

Elongacion productiva

Figura 5. Ciclo de transcripcion a cargo de la ARNPII. Factores involucrados en la
regulacién de la transicion entre la elongacion temprana y la elongacién productiva
durante la transcripcion de ARNm. FISD: Factor que Induce Sensibilidad a DRB;
FELNs: Factores de Elongacion Nevagivos; FETP: Factor de Elongacion de la
Transcripcion Positivo (modificado de Nechaev y Adelman, 2011).
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Las ventajas de emplear DRB como un inhibidor de la transcripcion es que su efecto es
reversible, ademas de que, como ya se menciond, inhibe selectivamente la ARNP 1I, en
contraste a la actinomicina D y a la a-amanitina, las cuales afectan también la sintesis de
otros ARNs (el ARN de transferencia y el ARN ribosomal), puesto que interfieren con la
actividad de las ARNP | y ARNP III, este ultimo inhibidor también afecta el nivel de
traduccion proteinica a altas concentraciones (Clement y Wilkinson, 2000). Por su parte, la
actinomicina D también produce dafio cerebral y deteriora la conducta del animal cuando
se administra localmente en el cerebro (Neale et al., 1973, Rainbow 1979; citados por lgaz
etal., 2002).

Con respecto a la reversibilidad del efecto de DRB, Nguyen y colaboradores reportaron
que la aplicacion de este farmaco (50 uM) en rebanadas de hipocampo produce una
inhibicion de la incorporacion de uridina (*H) que revierte rapidamente entre 2 y 3 horas
después (Nguyen et al., 1994; citado por lgaz et al., 2002). Con base en las propiedades
del inhibidor transcripcional DRB, descritas en lineas anteriores, en el presente estudio
nos enfocamos en evaluar el efecto de la inhibicion de la transcripcion en la amigdala

empleando para tal fin la administracion de DRB.

24 EL EFECTO PROTECTOR DEL ENTRENAMIENTO
INCREMENTADO CONTRA LA AMNESIA

El entrenamiento incrementado es definido en términos operacionales como un tipo de
entrenamiento en donde un sujeto es sometido a cuando menos el doble del nimero de
sesiones de entrenamiento o de intensidades de estimulacion durante el entrenamiento
después de haberse alcanzado una asintota; entendiendose como asintota en este caso al
punto en el cual se alcanza la ejecucion maxima en una tarea de memoria. Se ha
demostrado que cuando un organismo es expuesto a un proceso de entrenamiento
incrementado se genera un efecto protector ante la exposicion a tratamientos amnésicos
(Prado-Alcala et al., 2012). Debido a que en nuestro grupo de investigacion estamos
interesados en comprender los efectos y los mecanismos por los cuales se llevan a cabo los
efectos del entrenamiento incrementado, Garin-Aguilar y colaboradores (2012) realizaron
un estudio con la finalidad de categorizar intensidades de estimulacion en el paradigma de

evitacion inhibitoria. En este estudio, se entrend a ratas en la tarea de evitacién inhibitoria
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con diferentes intensidades de choque eléctrico en las patas (1.0, 2.0 y 3.0 mA). Después
del entrenamiento, los animales fueron expuestos a 6 sesiones de extincion (una sesion por
dia), encontrando que aquellos sujetos que fueron entrenados con intensidad de 1mA
exhiben una progresiva extincion de la tarea, mientras que los grupos entrenados con
intensidades de choque eléctrico de 2.0 y 3.0 mA, exhiben una fuerte resistencia a la
extincion en principio, aunque en el grupo entrenado con 2.0 mA la mediana de retencion
se reduce hacia la sesion de extincion nimero 6, comportandose de forma similar con
respecto al grupo entrenado con intensidad de 1.0 mA. En tanto que el grupo entrenado
con intensidad de 3.0 mA preserva la resistencia a la extincion incluso hasta la sesion
numero 6 (Figura 6). Este estudio permitié categorizar las intensidades de choque eléctrico
en la tarea de evitacion inhibitoria como relativamente baja (1.0 mA) o relativamente altas
(2.0y 3.0 mA).

Por otra parte se ha demostrado que la administracion sistémica de una droga
anticolinérgica (que con un entrenamiento moderado ocasiona amnesia) no es capaz de
generar un deterioro en la memoria cuando los animales son sometidos a una experiencia
de entrenamiento incrementado mediado por una intensidad de choque eléctrico de 3.0 mA
en la tarea de evitacion pasiva (Duran et al. 1990).
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Figura 6.Mediana de las latencias de retencion a lo largo de las sesiones de extincion diarias
(EXT1-EXT6) mostrando los grupos que han sido entrenados en la tarea de evitacion
inhibitoria con 1.0, 2.0 6 3.0 mA. También se muestra la latencia del grupo control (0 mA). En
todas las sesiones de extincion el registro de la retencion de cada grupo difiere de la latencia
registrada de los demas grupos, excepto en los dos puntos que estan dentro del circulo abierto
(Garin-Aguilar et al., 2012).
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Esta aseveracion sobre la proteccion de un entrenamiento incrementado ante la aplicacion
de tratamientos que producen un déficit en la memoria ha sido explorada y confirmada a
través de la administracion de distintos farmacos amnésicos, como la aplicacién sistémica
de escopolamina (Cruz-Morales et al., 1992) y p-cloranfetamina (Solana-Figueroa et al.,
2002). Asimismo se ha reportado que el efecto protector del entrenamiento incrementado
persiste aun después de la inactivacion de diferentes regiones cerebrales tales como el
estriado (Giordano y Prado-Alcala, 1982; Pérez-Ruiz y Prado Alcald, 1989), el hipocampo
(Quiroz et al. 2003), la sustancia nigra (Cobos-Zapiain et al. 1996) y la amigdala (Parent et
al. 1992). Con relacidn a lo anterior, un estudio reciente de nuestro grupo de investigacion
demostrd que inclusive si se interfiere con la actividad de dos regiones cerebrales a la vez
(cuerpo estriado + sustancia nigra, amigdala + sustancia nigra o amigdala + cuerpo
estriado), se produce un efecto protector ante la amnesia cuando los animales son
entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria con intensidades de estimulacion
relativamente altas (2.0 y 3.0 mA). Particularmente la intensidad mayor (3.0 mA) es la que
ocasiona el efecto protector en las 3 combinaciones de estructuras afectadas (Salado-
Castillo et al., 2011).

Diaz-Trujillo y colaboradores mostraron que la administracion sistémica de cicloheximida
(un inhibidor de la sintesis proteinica) produce un deterioro en la retencion de la memoria
cuando a los sujetos se les entrena en la tarea de evitacion inhibitoria con una intensidad de
choque relativamente baja (0.6, 0.8 6 1.0 mA), efecto que es revertido cuando se aplica una
intensidad de choque alta (2.0, 2.4 6 3.2 mA) (Diaz-Trujillo et al., 2009). Asimismo, un par
de trabajos de nuestro grupo de investigacion se reportaron que la sintesis proteinica o la
sintesis de ARNm de novo en el hipocampo dorsal no es necesaria o suficiente para el
mantenimiento de la memoria aversiva, una vez que el animal ha pasado por un proceso de

entrenamiento incrementado (Rodriguez-Serrano, 2010; Torres-Garcia, 2012).

Estas evidencias sugieren que cuando la experiencia de entrenamiento es incrementada,
estas estructuras (y probablemente otras adicionales) participan en el proceso de
consolidacién; sin embargo, en estas circunstancias, ninguna estructura en particular es
esencial para el mantenimiento de este trazo mnemonico. Posiblemente se genera una
activacion en paralelo de estas regiones, de tal forma que si incluso una 0 mas de estas
areas se ven alteradas en su funcionamiento, las otras areas reclutadas mantienen este trazo

de informacién fuertemente adquirida (Prado-Alcala, 1995). Asimismo, ello podria sugerir
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gue ante una experiencia de entrenamiento incrementado, la consolidacion de la memoria a
nivel de sistemas se acelera, favoreciendo el reclutamiento e interaccion entre las diversas

estructuras cerebrales implicadas en el mantenimiento de la informacién de largo plazo.

3. JUSTIFICACION

Se ha reportado que cuando un organismo es entrenado en condiciones de
entrenamiento moderado se requiere de sintesis de ARNm de novo en diversas estructuras
cerebrales incluyendo la amigdala para que el proceso de consolidacion tenga lugar. Sin
embargo no se ha evaluado si en condiciones de un entrenamiento incrementado, es
igualmente necesaria la sintesis de ARNm de novo en la amigdala para que tenga lugar el
proceso de consolidacion. Por ello, es importante evaluar si el efecto protector que genera
el entrenamiento incrementado es dependiente de la sintesis de ARNm de novo,

particularmente en la amigdala.

4. HIPOTESIS

A. La inhibicion de la transcripcion en la amigdala blogueara la consolidacion de la
memoria de evitacién inhibitoria, entrenada con choques de intensidad baja (1.0
mA).

B. La inhibicion de la transcripcion en la amigdala blogueara la consolidacién de la
memoria de evitacion inhibitoria, entrenada con choques de intensidad intermedia
(2.0 mA).

C. La inhibicién de la transcripcion en la amigdala no afectard la consolidacion de la
memoria de evitacion inhibitoria, entrenada con choques de intensidad alta (3.0
mA).
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de la inhibicion de la transcripcion a través de la administracion de
DRB en la amigdala sobre la consolidacion de la memoria aversiva de un

entrenamiento incrementado.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el efecto de la administracion de diferentes dosis de DRB en la amigdala,
(generando una curva dosis-respuesta) sobre la consolidacion de la memoria aversiva,
desarrollada por el entrenamiento en el paradigma de evitacion inhibitoria empleando

estimulos aversivos de intensidad baja (1.0).

Evaluar el efecto de la administracion de la dosis amnesica 6ptima de DRB en la amigdala
sobre la consolidacion de la memoria de evitacion inhibitoria empleando estimulos

aversivos de intensidad intermedia (2.0 mA).

Evaluar el efecto de la administracion de la dosis amnésica 6ptima de DRB en la amigdala
sobre la consolidacion de la memoria de evitacion inhibitoria empleando estimulos

aversivos de intensidad alta (3.0 mA).

6. METODOLOGIA

6.1. SUJETOS

Se emplearon 93 ratas macho de la cepa Wistar de entre 250 y 350g, criadas en
condiciones Optimas de bioterio y siguiendo las normas internacionales (NIH Guidelines
for the Care and Use of Laboratoy Animals) y del Comité de Bioética del Instituto de

Neurobiologia. Se alojaron en cajas individuales con libre acceso a comida y agua, con un
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ciclo luz-oscuridad de 12h (inicio a las 07:00 hrs). Se mantuvieron en estas condiciones

durante todo el experimento.

6.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

6.2.1. Cirugia estereotaxica y administracion de tratamientos

El procedimiento quirdrgico se llevd a cabo empleando las técnicas estereotaxicas
convencionales y consistio en la implantacion bilateral de canulas guia de acero inoxidable
de 15 mm de largo y de calibre 23, bajo el efecto del anestésico pentobarbital sédico
(Nembutal) aplicado en dosis de 50 mg/ Kg de peso corporal combinado con atropina (0.4
mg/kg) por via intraperitoneal. Las coordenadas utilizadas, segun el atlas de Paxinos y
Watson (1998), son: AP= +2.8; ML= + 5.0; DV= - 6.6, que corresponden a la amigdala
(Figura 7). Para evitar la obstruccion de las canulas, en cada una de ellas se introdujo un
estilete de la misma longitud que las canulas. Terminada la cirugia se les permitié a los
sujetos recuperarse por cinco dias; en los cuales se manipularon tres veces durante cinco
minutos para verificar que las canulas no se obstruyeran, para disminuir el estrés de los
animales y para observar su estado de salud. Después de los cinco dias se inicié el
procedimiento conductual. Los grupos canulados fueron inyectados bilateral e
intraparenquimalmente en la amigdala. Las administraciones farmacoldgicas se llevaron a
cabo a través de inyectores construidos con agujas dentales de calibre 30. El inyector se
introdujo en la c&nula, previa remocion del estilete, extendiéndose 1 mm por debajo del
extremo inferior de la canula, alcanzando asi la region correspondiente a la amigdala (el
mismo procedimiento se llevo a cabo en cada uno de los hemisferios). Los inyectores estan
conectados mediante tubos de polietileno calibre PE-20 a jeringas Hamilton con capacidad
de 10 ul. Las inyecciones del farmaco DRB y su vehiculo (DMSO) fueron realizadas
mediante una bomba de perfusion lenta (World Precision Instruments Inc., modelo sp200i,
E.U.A.), administradas a una tasa de 0.5 ul/min hasta alcanzar un volumen total de 0.5 pl,
dejando el microinyector dentro de la canula durante un minuto adicional para permitir una

mejor difusion. Las dosis de DRB empleadas se definirdn més adelante.
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Figura 7. Esquema representativo en donde se muestra la ubicacion bilateral de
canulas en el complejo amigdalino (CA). De acuerdo al Atlas de Paxinos (1998)
las coordenadas correspondientes son: AP= +2.8; ML=+ 5.0; DV=- 6.6.

6.2.2. Aparatos

La camara de evitacion inhibitoria (El), esta compuesta por dos compartimientos del
mismo tamafio (30 cm x 30 cm x 30 cm) separados por una puerta tipo guillotina. Un
compartimiento “de seguridad” esta iluminado por un foco de 10 watts colocado en la
tapadera del compartimiento y tiene una rejilla en el piso. El otro compartimiento, “de
castigo”, es relativamente oscuro y sus paredes laterales de acero inoxidable tienen forma
de V, las cuales llegan al piso del compartimiento, estando separadas en este lugar por una
distancia de 1.5 cm (justo a la mitad del compartimiento) (Figura8). Estas laminas pueden
electrificarse por un estimulador de pulsos cuadrados (Grass Modelo No. S-48) acoplado a
una unidad de corriente constante (Grass Modelo No.CCU-1A). La duracion de la
aplicacion de los estimulos, las latencias de entrada y de retencion fueron medidas
automaticamente con ayuda de una computadora la cual permite la presentacion de
estimulos y el registro de las latencias de adquisicién, escape y retencion. La camara de

evitacion inhibitoria esta ubicada en un cuarto sonoamortiguado.
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Figura 8. Camara de evitacion inhibitoria. Laboratorio de Neurobiologia del
Aprendizaje y la Memoria, B-04. Instituto de Neurobiologia, UNAM

6.2.3. Tarea conductual. Evitacion inhibitoria (EI)

ENTRENAMIENTO. La rata es colocada en el compartimiento de seguridad, y 10 s
después se abre la compuerta; una vez que el animal pasa al compartimiento de castigo se
cierra la compuerta y se administra un choque eléctrico durante 10 s. Transcurridos 5
segundos después del inicio del choque se abre la compuerta, permitiendo a los sujetos
escapar al compartimiento de seguridad en donde permanecen por 30 s antes de ser
regresados a su caja-habitacion. Se registra el tiempo transcurrido entre la colocacion de la
rata en el compartimiento seguro y el momento en el que ingresa al compartimiento de
castigo (latencia de entrada), asi como el tiempo en que tarda en pasar del compartimiento

de castigo al de seguridad durante la administracion del choque (latencia de escape).

PRUEBA DE RETENCION. La medicion de la retencién (memoria de largo plazo)
se realizo 48 h después del entrenamiento. Las condiciones de la sesion de esta prueba
son similares a las descritas para la sesion de entrenamiento, con la variacion de que no se
administrd el choque eléctrico y la sesion se dio por terminada una vez que la rata hubo
pasado al compartimiento de castigo o hubieron transcurridos 600s. Se registro el tiempo
transcurrido entre la apertura de la puerta y el momento en el que la rata paso

completamente al compartimiento de castigo (latencia de retencion).
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6.2.4. Analisis histologico

Una vez terminado el procedimiento conductual se perfundi6 a las ratas
intracardiacamente, con solucion salina isotonica seguida de formaldehido al 10%; se
extrajeron los cerebros y se realizaron cortes coronales de 50 um de espesor, para ser
teflidos con la técnica de Nissl. Los cortes se observaron con un microscopio para
determinar si las puntas de los inyectores estuvieron alojadas en la amigdala, y poder
descartar del experimento a las ratas que no fueron implantadas correctamente. En virtud
de que las hipotesis se refieren a los efectos de la administracion de substancias en la
amigdala en general, para los analisis estadisticos se tomaron en consideracion todos los
sujetos que tuvieron las puntas de los inyectores dentro del complejo amigdalino en ambos
hemisferios, independientemente de la zona o nucleo en la que quedaron las puntas de los

inyectores (Figura 9).

Figura 9. Representacion de la ubicacion bilateral de las canulas en el
complejo amigdalino
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6.3. DISENO EXPERIMENTAL

6.3.1. FASE 1. Curva dosis/respuesta

Con la finalidad de realizar una curva dosis/respuesta para encontrar aquella dosis con la
cual el DRB produjera un efecto amnésico en la consolidacion de la tarea de El, los
animales fueron asignados a diferentes grupos de acuerdo a la dosis de DRB que fue
suministrada (20, 40 6 80 ng/ul). Adicionalmente, a un cuarto grupo se le administrd
DMSO (Dimetil Sulfoxido) como vehiculo de DRB. Las inyecciones intra amigdala se
Ilevaron a cabo 15 min antes del entrenamiento de El, en donde la intensidad del choque

aplicada fue relativamente baja (1 mA) (Figura 10 y Tabla 1).

Cirugia Entrenamiento  Prueba

| | | | | | | T | | | | | | | Perfusion y Anélisis histoldgico
| » Dias

Dia 1, caja 9
individual
DRB o Vehiculo -15 min

Figura 10. Diagrama de flujo correspondiente al procedimiento
experimental curva dosis/respuesta. M = manipulacion.

Vehiculo DRB
(DMSO) 20 ng 40 ng 80 ng

Tabla 1. Asignacion de grupos. Tratamientos aplicados a los cuatro grupos que
fueron entrenados con una intensidad de 1.0 mA
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6.3.2. Dependencia de estado

Debido a que los tratamientos fueron administrados 15 minutos antes del entrenamiento,
los sujetos se encontraban bajo el efecto de la droga durante la adquisicién de la tarea; sin
embargo, durante la prueba de retencion (48 horas después) el efecto de la droga ya se
habia revertido (Nguyen et al., 1994; citado por Igaz et al., 2002). Ante esta situacion
podria ocurrir un fendmeno de dependencia de estado, esto es, una forma peculiar de
aprendizaje en la que la informacion 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 solo 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 estd bajo la
influencia del farmaco. Para determinar si este es el caso, se entrenaron dos grupos
independientes de ratas en la tarea de EI con intensidad de 1.0 mA. Se administré vehiculo
0 DRB (80 ng/ul) tanto 15 minutos antes del entrenamiento como 15 minutos antes de la

prueba de retencion a las 48 h (Figura 11 y Tabla 2).

Cirugia Entrenamiento  Prueba

| | | | | | | | | | | | | | | Perfusion y Anélisis histoldgico

BEEEEEEEEEEEEEERR

Dia 1, caja 9
individual

DRB o Vehiculo -15 min

Figura 11. Diagrama de flujo correspondiente al procedimiento
experimental dependencia de estado. M = manipulacién.

Intensidad del choque 1 mA
Dosis Vehiculo DRB
(ng/0.5ul/hemisferio) (DSMO) 80 ng

Tabla 2. Asignacion de grupos. Tratamientos aplicados a los dos grupos que
fueron entrenados con una intensidad de 1.0 mA
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6.3.3.Memoria de corto plazo

Con la finalidad de evaluar si los efectos del farmaco DRB administrado antes del
entrenamiento interfieren con la consolidacion de la memoria o con el aprendizaje, se
administr6 DRB (80 ng/ul) o vehiculo a grupos de ratas independientes y 15 minutos
después se les entrend en la tarea de evitacion inhibitoria con intensidad de 1mA.
Posteriormente se llevd a cabo la prueba de retencion 30 minutos después del
entrenamiento para evaluar la memoria de corto plazo (MCP). Deterioros de la MCP
sugeririan un deterioro en el aprendizaje. La ausencia de deterioros en la MCP sugeriria
que las posibles deficiencias en la retencion a las 48 hrs (memoria de largo plazo, MLP) se
explican mejor como una interferencia con la consolidacion de la memoria (Figura 12 y
Tabla 3).

Cirugia Entrenamjiento Prueba +30 min

| Perfusion y Analisis histolégico

||||||||||||||'

Dia 1, caja 9 v

individual
DRB o Vehiculo
-15 min

Figura 12. Diagrama de flujo correspondiente al procedimiento experimental
memoria de corto plazo. M = manipulacion.

Intensidad del choque

Dosis Vehiculo
(ng/0.5pul/hemisferio) (DSMO)

Tabla 3. Asignacidn de grupos. Administracion farmacolégica de DRB (80
ng) o vehiculo (DMSO).
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6.3.4 FASE 2. Efecto del entrenamiento con intensidades de

estimulacion aversiva intermedia (2.0 mA) o alta (3.0 mA)

Con la finalidad de evaluar si el entrenamiento incrementado (generado por el
entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria con una intensidad relativamente alta)
produce un efecto protector contra el efecto amnésico de un farmaco inhibidor de la
transcripcion en la amigdala, se administr6 DRB (80 ng) o vehiculo en la amigdala a
grupos de ratas independientes 15 minutos antes de ser entrenados en la tarea de evitacion
inhibitoria con una intensidad de choque intermedio (2.0 mA). Asimismo, se evalué el
efecto del entrenamiento con una intensidad alta (3.0 mA). Los parametros de estimulacién
fueron establecidos con base a la curva de extincidn de Garin-Aguilar et al., 2012. (Figura
13y Tabla 4).

Cirugia Entrenamiento  Prueba
M M M
| | | | | | | | | | | | | | | Perfusion y Anélisis histolégico
ERRRRRRRRRRERARL
Dia 1, caja 9 17 19
individual
DRB o Vehiculo -15 min
Figura 13. Diagrama de flujo correspondiente al procedimiento
experimental de la segunda fase experimental. M = manipulacion.
Intensidad del choque 2 mA 3mA
Vehiculo Vehiculo
Dosis (DMSO) (DMSO)
(ng/0.5ul/hemisferio) DRB DRB
80 ng 80 ng

Tabla 4. Asignacion de grupos. Administracion farmacolégica de los cuatro grupos independientes
que fueron entrenados con intensidades de choque intermedio (2.0 mA) o alto (3.0 mA).
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7. ANALISIS ESTADISTICO.

Debido al punto de corte arbitrario (600 s), los datos derivados de las pruebas de retencién
no se distribuyeron de forma normal. Por esta razdn se utilizé estadistica no paramétrica.
Se realizaron andlisis independientes para las latencias de adquisicion, escape y retencion,
utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. Cuando fue apropiado, se uso la prueba post-hoc U
de Mann-Whitney para comparar la ejecucion entre pares de grupos (p < 0.05 considerado

significativo). Los datos se presentan como medianas + sus rangos intercuartilares.
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8. RESULTADOS

8.1. FASE I. Curva dosis/respuesta
No se encontraron diferencias significativas en cuanto a las latencias de entrada y las
latencias de escape entre los grupos experimentales que fueron inyectados con diferentes

dosis de DBR y el grupo control al cual se le administré DMSO (Figura 14).
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Latencia de escape
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Vehiculo DRB 20 ng DRB 40 ng DRB 80 ng

Figura 14. a) Latencia de entrada en segundos, b) Latencia de escape en segundos.
Medianas con rangos intercuartiles para cada uno de los grupos independientes a los
cuales se les administrd: DBR (20, 40 u 80 ng/0.5 pl/hemisferio), o Vehiculo. En cada
barra se muestra el nimero de sujetos por grupo. Los animales fueron entrenados con

una intensidad de 1.0 mA.
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Sin embargo, se obtuvieron diferencias significativas respecto a la latencia de retencion
entre los grupos experimental y control (H (3)= 12.09, p=0.0071). Una vez que se utilizé la
prueba post-hoc U de Mann-Whitney para comparar la ejecucion entre pares de grupos, los
resultados arrojaron diferencias significativas entre el grupo vehiculo con respecto a los
grupos DRB 40 ng y DRB 80 ng (p=0.0104 y p=0.0034 respectivamente). No se
encontraron diferencias significativas entre el grupo vehiculo y el grupo DRB 20 ng, ni

entre los grupos DRB 40 ng y 80 ng (Figura 15).
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Figura 15. Latencia de retencién en segundos. Medianas con rangos intercuartiles
para cada uno de los grupos independientes a los cuales se les administré: DBR (20,
40 u 80 ng), o vehiculo. Las ratas fueron entrenadas con una intensidad de 1.0 mA.
En cada barra se muestra el nimero de sujetos para cada grupo. Se observan
diferencias significativas de los grupos DRB 40 ng y DRB 80 ng con respecto al
grupo Vehiculo * p < 0.05 y **p < 0.01 respectivamente.
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8.1.1.Dependencia de estado

En este experimento no se observaron diferencias significativas en cuanto a las latencias de
entrada y las latencias de escape entre los grupos a los cuales se les entrend con una
intensidad de choque relativamente baja y se les administr0 DRB (80 ng) o vehiculo
(DMSO) 15 minutos antes del entrenamiento (1.0 mA de choque eléctrico) y

posteriormente 15 minutos antes de le prueba de retencion (Figura 16).
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Figura 16. a) Latencia de entrada en segundos, b) Latencia de escape en segundos.
Medianas con rangos intercuartiles para cada uno de los grupos independientes a los
cuales se les administrd: DBR (80 ng/0.5 ul/hemisferio), o Vehiculo 15 minutos antes
del entrenamiento y posteriormente 15 minutos antes de la prueba de retencién. En
cada barra se muestra el nimero de sujetos por grupo. Los animales fueron entrenados
con una intensidad de 1.0 mA.
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Sin embargo, los datos arrojados por la prueba U de Mann-Whitney muestran que hay
diferencias significativas respecto a la latencia de retencion entre el grupo control (DMSO)
y el grupo experimental (DRB 80 ng) (U= 6.0, p=0.035), los cuales recibieron el
tratamiento farmacologico 15 minutos antes del entrenamiento (1.0 mA de choque

eléctrico) y 15 minutos antes de la prueba de retencion (Figura 17).

Latencia de retencion
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Figura 17. Latencia de retencion en segundos. Medianas con rangos intercuartiles
para el par de grupos independientes a los cuales se les administré Vehiculo (DMSQ) o
DRB (80 ng) tanto 15 minutos antes del entrenamiento como 15 minutos antes de la
prueba de retencién. Se observan diferencias significativas del grupo DRB 80 ng con
respecto al Vehiculo * p < 0.05.
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8.1.2. Memoria de corto plazo

Con respecto a la medicién de la latencia de entrada y escape en los grupos control
(DMSO) y experimental (DRB 80 ng/ul), a los que se evalud la memoria de corto plazo 30
minutos despues del entrenamiento (los cuales fueron entrenados con intensidad de 1.0

mA), no se encontraron diferencias significativas entre los grupos (Figura 18).
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Figura 18. a) Latencia de entrada en segundos, b) Latencia de escape en
segundos. Medianas con rangos intercuartiles para cada uno de los grupos
independientes a los cuales se les administr6: DBR (80 ng/0.5 ul/hemisferio), o
Vehiculo. Los animales fueron entrenados con una intensidad de 1.0 mA. La prueba de
memoria de corto plazo se midié 30 minutos después del entrenamiento. En cada barra
se muestra el nimero de sujetos por grupo.
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En cuanto a la latencia de retencion, la prueba U de Mann-Whitney muestra que no hay
diferencias significativas en cuanto a la memoria de corto plazo (MCP) entre los grupos
control (DMSO) y experimental (DRB 80 ng), la cual fue evaluada 30 minutos después
del entrenamiento. Sin embargo, cuando se evalu6 la memoria 48 horas después (memoria
de largo plazo, MLP), se observan diferencias significativas entre los grupos Vehiculo y
DRB 80 ng (U= 6.59, p=0.01) (Figura 19).
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Figura 19. Latencias de retenciéon en segundos de la memoria de corto plazo
(MCP) y de la memoria de largo plazo (MLP). Medianas con rangos intercuartiles
para cada uno de los grupos a los cuales se les administrd: DBR (80 ng), o vehiculo
(DMSO). La MCP se evalu6 30 minutos después del entrenamiento y la MLP se
midi6 48 horas después del entrenamiento. Se observan diferencias significativas
entre los grupos Vehiculo y DRB en la MLP * p < 0.05.
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8.2. FASE Il. Efecto del entrenamiento con intensidades de

estimulacion aversiva intermedia (2.0 mA) o alta (3.0 mA)

No se encontraron diferencias significativas en cuanto a la latencia de entrada y la latencia
de escape entre los grupos experimentales (DRB 80 ng) y los grupos control (DMSO como
vehiculo), los cuales fueron entrenados con intensidad de estimulacion intermedia (2.0
mA) o alta (3.0 mA) (Figura 20).
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Figura 20. a) Latencia de entrada en segundos, b) Latencia de escape en
segundos. Medianas con rangos intercuartiles para cada uno de los grupos
independientes a los cuales se les administr6: DBR (80 ng/0.5 pl/hemisferio), o
Vehiculo. Los animales fueron entrenados con una intensidad intermedia (2.0 mA) o
alta (3.0 mA). En cada barra se muestra el nimero de sujetos por grupo.
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Al evaluar la latencia de retencion entre los animales que fueron entrenados con una
intensidad intermedia (2.0 mA) o alta (3.0 mA), no se encontraron diferencias
significativas en cuanto a sus respectivos grupos Vehiculo. Adicionalmente, para fines de
comparacion se agregé a la grafica la latencia de retencion de los grupos experimental
(DRB 80 ng) y control (Vehiculo) que fueron entrenados con intensidad de 1 mA. (Figura
21).
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Figura 21. Latencia de retencion en segundos. Medianas con rangos intercuartiles
para los grupos que fueron entrenados con intensidades de choque baja (1.0 mA),
intermedia (2.0 mA) o alta (3.0 mA). Se observan diferencias significativas entre el
grupo DBR 80 ng con respecto a su Vehiculo entrenados con intensidad de 1.0
mA,*p< 0.05.
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Adicionalmente, se analizé de manera independiente la ejecucion durante la prueba de
retencion de largo plazo entre los grupos vehiculo entrenados con las tres diferentes
intensidades (1.0, 2.0 y 3.0 mA) y entre los grupos tratados con DRB (80 ng/0.5 pnl)
entrenados con las tres diferentes intensidades (1.0, 2.0 y 3.0 mA). Ello principalmente
para evaluar si habia diferencias significativas en la prueba de retencién entre los grupos
vehiculo, ya que la gréafica anterior sugiere que la retencion del grupo vehiculo entrenado
con intensidad baja (1.0 mA) es menor en comparacion a los grupos vehiculo entrenados
con intensidades intermedia (2.0 mA) o alta (3.0 mA). Sin embargo, la prueba estadistica
Kruskal-Wallis muestra que no hay diferencias significativas entre los grupos vehiculo
entrenados con 1.0, 2.0 6 3.0 mA. Mientras que el analisis estadistico entre los grupos
tratados con DRB (80 ng/0.5 ul) y entrenados con las tres diferentes intensidades (1.0, 2.0
6 3.0 mA) muestra diferencias significativas (H (3)= 17.35, p=0.0002). La prueba post hoc
de Dunns de comparaciones multiples muestra que hay diferencias significativas entre el
grupo DRB 1.0 mA respecto a los grupos DRB 2.0 mA y DRB 3.0 mA (p<0.05) (Figura
22).
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Figura 22. Latencia de retenciéon en segundos. Izquierda: medianas con rangos
intercuartiles entre los grupos vehiculo que fueron entrenados con intensidades de
choque baja (1.0 mA), intermedia (2.0 mA) o alta (3.0 mA). Derecha: medianas con
rangos intercuartiles entre los grupos tratados con DRB (80 ng/0.5 pl/hemisferio) que
fueron entrenados con intensidades de choque baja (1.0 mA), intermedia (2.0 mA) o
alta (3.0 mA). Derecha: se observan diferencias significativas entre el grupo DBR 1.0
mA con respecto a los grupos DRB 2.0 mA y DRB 3.0 mA  **p< 0.01, ***p= 0.0002.
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9. DISCUSION

Dentro de las neurociencias se han generado una serie de dogmas que se han
mantenido durante mucho tiempo debido a que ha existido una vasta serie de experimentos
que los apoyan, o bien porque no se contaba con la tecnologia adecuada para poder
interpretar adecuadamente los hallazgos. Sélo por mencionar un par de ellos, hasta antes de
la década de 1960 se pensaba que las neuronas adultas no podian incrementar en tamafo ni
establecer nuevos contactos sindpticos, esto a pesar de que Santiago Ramén y Cajal a
finales del siglo XIX ya habia planteado la idea visionaria de lo que él denomino
“Gimnasia cerebral”, entendido como la probabilidad a modificar el aparato dendritico y
las colaterales del axon de las areas del cerebro mas relacionadas con el ejercicio mental;
las asociaciones entre los conjuntos de neuronas serian reforzadas con el aprendizaje vy el
aprendizaje se expresaria en forma de cambios anatomicos a nivel de las neuronas (Cajal,
1899). Otro de los dogmas mantenido desde finales del siglo XIX (inicios de la
neurociencia moderna) hasta ya avanzada la segunda mitad del siglo XX, fue que las
células del SNC en mamiferos permanecian estructuralmente estables desde el nacimiento
a lo largo de toda la vida. La neurogénesis (produccion de nuevas neuronas) fue descrita
por primera vez por Altman (1962, 1963, 1966, 1967, 1969), quien a utilizando de la
técnica de auto-radiografia por incorporacion de *H-timidina (la cual es tomada por células
que estan sintetizando ADN en la preparacion para la mitosis) reportd la presencia de
nuevas neuronas en una variedad de estructuras del cerebro de rata y gato adultos
incluyendo el bulbo olfatorio, el hipocampo y la corteza cerebral. Quince afios después,
Kaplan examind la ultraestructura de las células marcadas con *H-timidina en el bulbo
olfatorio, el hipocampo y la neocorteza, confirmando que se trataba de neuronas (Kaplan y
Hinds, 1977; Kaplan, 1981, 1985; Kaplan y Bell, 1984; citados por Gould y Gross, 2002).
Sin embargo los trabajos pioneros de estos investigadores fueron recibidos con

escepticismo y tuvieron poco impacto en el campo en estas fechas.

En esta mismo orden de ideas, las hip6tesis que ha sido fuertemente apoyada en el ambito
de la consolidacion de la memoria son en torno a que: a) la consolidacion es un proceso
gue toma tiempo para que se estabilice, b) durante el cual la memoria es susceptible de ser

alterada y c) que es dependiente tanto de sintesis de nuevas proteinas como de ARNm de
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novo. Estas hipdtesis han sido apoyadas por estudios en donde se han aplicado farmacos o
tratamientos amnésicos cercanos al entrenamiento mostrandose una alteracion en la
consolidacién (Davis y Squire 1984; Miuller y Pilzecker, 1900; Dudai y Morris 2000;
McGaugh, 2000; Kandel, 2001; Dudai y Eisenberg, 2004). Sin embargo, hay que recordar
que los resultados obtenidos por estudios farmacoldgicos en donde para producir amnesia
se emplean inhibidores de sintesis de proteinas como la anisomicina (McGaugh, 1966;
Rosenblum et al., 1993; Barrietos et al., 2002 Alberini, 2008; Nader y Hardt, 2009), no son
solo el reflejo del decaimiento en la tasa de sintesis proteinica, sino que también
evidencian una alteracion neuroquimica (Canal et al., 2007; Qi y Gold, 2009) y

electrofisiologica en el funcionamiento neuronal (Sharma et al., en el 2012).

Con relacion a lo anterior, en el presente estudio optamos por emplear un farmaco
inhibidor del ARNm de novo como tratamiento farmacologico amnésico debido a que ha
sido demostrado ampliamente que los farmacos inhibidores de la fase de transcripcion
interfieren con la consolidacion debido a que afectan la expresién génica de genes
implicados en la consolidacion y reducen la tasa de produccion de sintesis de proteinas en
diferentes estructuras cerebrales incluida la amigdala (Bailey et al., 1999; Schafe y
LeDoux, 2000; lgaz et al., 2002; Cammarota et al., 2003; Parsons et al., 2006; Da Silva et
al., 2008; Duvarci et al., 2008). Decidimos emplear como farmaco inhibidor de la
transcripcion al DRB debido a que su efecto es reversible e inhibe selectivamente la ARNP
I, con lo que nos aseguramos que se vea afectada la transcripcion de ARNm y no del

ARNr o delARNt como se ha visto con otros farmacos (Clement y Wilkinson, 2000).

Los experimentos realizados en la primera parte de nuestro trabajo, muestran que la
consolidacién de una memoria aversiva bajo condiciones normales de entrenamiento (1.0
mA de choque eléctrico) se ve afectada por la administracion intra-amigdalina de DRB, el
cual interfiere con la produccion de ARNm en forma madura (Bensaude, 2011; Nechaev y
Adelman, 2011). Particularmente observamos que la administracion de DRB produce un
deterioro Unicamente de la memoria de largo plazo, ya que la memoria de corto plazo
queda intacta. Con base en esto inferimos que la sintesis de ARNm es importante para que
el proceso de consolidacion tenga lugar, y que la memoria de corto plazo puede prescindir
de la transcripcion para su mantenimiento (Parsons et al., 2006).

Por otra parte, contrario a las hipotesis convencionales acerca de la consolidacion, ha

surgido otra serie de estudios en donde se ha propuesto que la consolidacion,
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particularmente cuando se produce debido a una experiencia fuertemente emotiva, no es
dependiente de sintesis de proteinas y tampoco de ARNm de novo. En relacion a esto se ha
demostrado que cuando un organismo es expuesto a un proceso de entrenamiento
incrementado (una situaciéon en la cual un sujeto recibe mas sesiones de entrenamiento
después de haberse alcanzado una asintota, o es entrenado con intensidades de
estimulacion aversiva relativamente altas), se genera un efecto protector ante la exposicién
a tratamientos amnésicos. Esta hipotesis del efecto protector ante tratamientos amnésicos
provocado por el entrenamiento incrementado se ha demostrado tanto por administracion
sistémica de farmacos que afectan la consolidacién (Duran et al. 1990; Cruz-Morales et al.,
1992; Solana-Figueroa et al., 2002; Diaz-Trujillo et al., 2009) asi como por la
administracion de sustancias que inactivan temporalmente la actividad eléctrica neuronal
en diferentes regiones cerebrales (Giordano y Prado-Alcala, 1982; Pérez-Ruiz y Prado
Alcalg, 1989; Parent et al. 1992; Cobos-Zapiain et al. 1996; Salado-Castillo et al., 2011) y
particularmente por administracion de farmacos que interfieren con la sintesis de proteinas
0 de ARNm en regiones particulares del cerebro (Rodriguez-Serrano et al., 2009; Torres-
Garcia, 2012). En todos los estudios mencionados previamente en este parrafo, el
incremento en las sesiones de entrenamiento, o bien el incremento en la intensidad del
estimulo aversivo aplicado al momento del entrenamiento, impidid el deterioro en la

consolidacién provocado por los diferentes tratamientos amnésicos.

Particularmente en el presente estudio, cuando los sujetos son entrenados con intensidades
de choque eléctrico intermedia (2.0 mA) o relativamente alta (3.0 mA) la inhibicion de la
transcripcion de ARNm en la amigdala no interfiere con el mantenimiento del trazo de
memoria. Estos datos apoyan la propuesta de que ““...cuando un organismo es expuesto a
un proceso de entrenamiento incrementado (una situacion en la cual un sujeto recibe mas
sesiones de entrenamiento después de haberse alcanzado una asintota, o es entrenado con
intensidades de estimulacién relativamente altas), se genera un efecto protector ante la
exposicién a tratamientos amnésicos.” La explicacion a este fendmeno observado postula
que “... posiblemente se genera una activacion en paralelo de las regiones implicadas en
un tipo de memoria particular, de tal forma que si incluso una o mas de estas areas se ven
alteradas en su funcionamiento, las otras areas reclutadas mantienen este trazo de

informacién fuertemente adquirida™ (Prado-Alcala, 1995).
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Relacionado con la propuesta de Hebb, se ha desarrollado gran evidencia en donde se
indica que los ensambles de memoria trabajan juntos para representar y preservar la
informacién en el cerebro (Milner et al., 1998). Asi pues, no es posible considerar al
proceso de consolidacién como un proceso unitario que depende Unicamente de la
integridad de una region cerebral, no existe un “centro Unico de la memoria”. En este
sentido, para entender el almacenamiento de la memoria necesitamos evaluar la
contribucion temporal de diferentes regiones del cerebro implicadas en el almacenamiento
de una experiencia aprendida (lzquierdo et al., 2006; citado por Medina et al., 2008).
Aunado a lo anterior, una idea que ha surgido desde hace 19 afios es que existen dos tipos
de consolidacién de la memoria: 1) implica eventos celulares y moleculares que ocurren
inmediatamente despues del entrenamiento y se extienden hasta unas horas o dias después
que tienen lugar en las regiones implicadas en la adquisicion y consolidacion de un tipo de
memoria particular, este tipo de consolidacion es llamada consolidacion sindptica o
celular; 2) el otro tipo de consolidacion es Ilamada consolidacion a nivel de sistema, la
cual es lenta e implica la participacion de regiones neocorticales y su interaccién con
estructuras relacionadas con la consolidacion de un tipo particular de memoria, como las
estructuras del 16bulo temporal medial. La estabilizacion del trazo de memoria se logra por
una interaccion gradual entre multiples estructuras cerebrales (Medina et al., 2008).
Aunado a esta propuesta que ha surgido desde hace 19 afios, una explicacion plausible ante
la ocurrencia del fendmeno protector del entrenamiento incrementado es que la
consolidacién de la memoria a nivel de sistema se acelera, favoreciendo el reclutamiento e
interaccion entre las diversas areas implicadas en el mantenimiento de la informacion hacia
el largo plazo. De tal forma que aunque una de las regiones sustancialmente implicadas en
la consolidacion de un tipo de memoria aversiva como lo es la amigdala se vea deteriorada,
como en este estudio por la inhibicion de la transcripcion, otras regiones involucradas en el
mantenimiento del trazo de memoria son activadas y reclutadas rapidamente para sostener

el trazo mneménico.

El cerebro es un complejo neuronal recurrente o un sistema dindmico altamente plastico
con multiples vias de conexidn entre estructuras. Se conoce desde el siglo XIX que los
elementos neuronales del cerebro constituyen una formidable y complicada red estructural.
Se ha descrito que las estructuras cerebrales y los sistemas funcionales se caracterizan por
la formacion de redes complejas altamente conectadas con estructuras moduladoras de

actividad central tanto a una escala que implica el cerebro completo como se ha observado
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en estudios de neuroimagen en humanos, como en una escala a nivel celular como se ha
observado en estudios con animales no humanos. Un médulo es definido como una serie
de nodos que estan densamente interconectados unos con otros, pero que pueden esparcir
sus conexiones con otros nodos en otros mddulos. La via de transmision de la informacion
entre dos estructuras cerebrales no es Unica, sino que existen rutas alternativas a través de
las cuales la informacion puede fluir. La corteza cerebral es un sistema de procesamiento
de informacién altamente interactivo y dinamicamente flexible. Aunque las regiones
corticales puedan especializarse en procesar una informacion en particular, no operan de
forma independiente, sino que son altamente influenciados unos a otros (Zamora-Lo6pez et
al., 2009).

Como es sabido, se ha descrito que la consolidacion implica la interaccion entre diferentes
sistemas neuronales asi como cambios celulares dentro de sistemas especificos, y que la
amigdala es critica para la modulacion. Con relacion al parrafo anterior, dos estudios
apoyan la perspectiva de que la amigdala actGa como una estructura de modulacion en la
cual las conexiones entre sus nodos (conformados por los nucleos de los grupos basolateral
y centromedial) se conecten a otros nodos en otros modulos (representados por otras
estructuras cerebrales). En el primero de los articulos, Ponnusamy et al., en 2007, a través
de la inactivacién temporal del grupo basolateral de la amigdala (BLA), encontrd que las
ratas pueden adquirir un tipo de memoria al miedo sin la participacion de la BLA cuando
los animales fueron sometidos a una experiencia de sobre entrenamiento. Sin embargo, la
inactivacién en la BLA abole la expresién del miedo en ratas sobre entrenadas, cuando
éstas fueron entrenadas con una BLA funcional. Su propuesta indica que en una situacion
de aprendizaje existen vias primarias y alternas capaces de mediar el almacenamiento de
informacién y que en condiciones normales de entrenamiento la via primaria es mas
eficiente, previniendo el uso de la via alterna. Sin embargo, sugiere que cuando el circuito
primario se ve comprometido (BLA), la via alterna juega un papel compensatorio,
proponiendo al ndcleo central de la amigdala como un buen elemento dentro de la via. En
el segundo estudio Seidenbecher et al., en 2003, observaron un incremento en
sincronizacion ritmica de actividad theta entre la amigdala lateral (LA) y el CAl del
hipocampo después del entrenamiento en una tarea de condicionamiento al miedo, la cual
llega a ser significativa durante la identificacion del estimulo condicionado y la expresion
de la conducta de congelamiento. Esta sincronia de la actividad puede ser vista como la

formacion de una red amigdalo-hipocampal siendo un correlato neuronal de la evocacién
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de la memoria en el condicionamiento al miedo. Los estudios descritos anteriormente nos
hacen inferir que la codificacion de la memoria debe implicar, ademéas de cambios en una
sola sinapsis, cambios en multiples sinapsis pertenecientes a circuitos y redes neuronales
complejas entre la amigdala, el hipocampo, el estriado, la corteza y otras estructuras

implicadas en el almacenamiento, mantenimiento y evocacion de memorias particulares.

Finalmente a manera de resumen sobre la discusion podemos decir que bajo condiciones
normales de entrenamiento la sintesis tanto de ARNm como de proteinas de novo son
necesarias para producir cambios morfologicos expresados en modificaciones en las
espinas dendriticas, favoreciendo la consolidacion a nivel de sistema reflejada por el
establecimiento y generacion de circuitos y redes neuronales. Sin embargo, cuando un
sujeto experimenta una situacion de entrenamiento incrementado, los mecanismos
empleados para el mantenimiento de esta fuerte memoria son diferentes, siendo
independientes de la sintesis de ARNm, con lo que se puede pensar que el sistema se vale
de los recursos que tiene en ese momento para formar, establecer y fortalecer contactos
sinapticos con otras estructuras cerebrales implicadas en el almacenamiento de la memoria.
Un mecanismo que podria estar empleando la amigdala en ausencia de la sintesis nueva de
ARNmM, podria ser, la maduracién de ARNm inmaduros y la traduccién de ARNmM
presentes en las espinas dendriticas que estan siendo activadas durante el entrenamiento,
produciendo los cambios morfoldgicos a nivel sindptico necesarios para generar circuitos y
redes neuronales entre las estructuras que estan participando en el almacenamiento de ese
tipo de memoria. Asimismo estas estructuras cerebrales implicadas podrian estar siendo
activadas en paralelo al momento en que se esta produciendo la experiencia de
entrenamiento incrementado, con lo que la alteracion de la actividad de una o de un par de
estructuras no podria deteriorar la evocacion de la informacion fuertemente almacenada.
Estudios posteriores son necesarios para poder dilucidar el correlato anatomo-funcional

gue subyace a la experiencia del entrenamiento incrementado.
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10. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en cada uno de los experimentos realizados muestran que en las
latencias de adquisicion y las de escape no hubo diferencias significativas entre los grupos.
En este sentido, se puede sugerir que los efectos producidos por el DRB no fueron debido a

un blogueo inespecifico en el procesamiento de informacion ni a alteraciones motoras.

Por otra parte, en el experimento “Curva dosis-respuesta” al analizar la latencia de
retencion se observo que la administracion intra-amigdala de DRB en dosis tanto de 40
ng/ul como de 80 ng/ul produjo un efecto amnésico cuando los sujetos fueron entrenados
en la tarea de evitacion inhibitoria con una intensidad de choque relativamente baja (1
mA). No obstante, el grupo al cual se le administré una dosis de 20 ng se comporto de
manera similar al grupo vehiculo; esto es, la dosis de DRB mas baja evaluada en este
experimento no produce un efecto amnésico. Con ello podemos inferir que al menos en
estas condiciones experimentales (intensidad relativamente baja), la sintesis de ARNm en
la amigdala es necesaria para la formacion de la memoria de largo plazo en la tarea de
evitacion inhibitoria. Se eligi6 como dosis amnésica Optima la dosis de 80 ng/ 0.5 ul
debido a que no muestra diferencias significativas en comparacion a la dosis de 40 ng/ 0.5
ul. Ademas, esta dosis fue previamente evaluada por Duvarci y colaboradores en 2008 en
animales que fueron entrenados en la tarea de condicionamiento de miedo al tono, y a
pesar de que este grupo de investigacion no reportd que hubiese efecto amnésico debido a
la administracion de esta dosis, es sustento de que dicha dosis no produce alguna alteracién
conductual que pudiese deteriorar la ejecucion de los sujetos al momento de la evaluacion

de la tarea.

Al analizar los resultados obtenidos en el experimento “Dependencia de estado”, en cuanto
a la latencia de retencién, observamos que hubo diferencias significativas entre el grupo
vehiculo y el grupo experimental (DRB 80 ng). Con ello podemos inferir que la
administracion de DRB en la amigdala no produce un efecto estado-dependiente. Esto es,
que la amnesia producida por la administracion del farmaco DRB en dosis de 80 ng/ul, no
fue debido a que el animal no se encontraba bajo el mismo estado en el cual aprendié la
informacidn y que esto fuera necesario para resolver la tarea, ya que si esto fuese el caso,

no se habrian obtenido diferencias significativas en cuanto a la latencia de retencion entre
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los grupos experimental y control y ambos grupos habrian tenido buen desempefio en la

prueba de retencion de largo plazo.

Por otra parte, en cuanto al analisis de la latencia de retencién en el experimento “Memoria
de corto plazo”, no observamos diferencias significativas entre los grupos control
(vehiculo) y experimental (DRB 80 ng) al evaluar la memoria 30 minutos después del
entrenamiento. Sin embargo, cuando se llevo a cabo la prueba de retencion 48 horas
después del entrenamiento, encontramos que el grupo al cual se le administré la dosis
amnésica optima de DRB exhibié un deterioro en la memoria de largo plazo. Con ello
podemos inferir que la administracion de la dosis amnésica optima de DRB en la amigdala
no interfiere con el aprendizaje o adquisicion de la informacién, puesto que la memoria de
corto plazo no se ve afectada, si no que el efecto amnésico provocado por la dosis de 80 ng
de DRB es debido a la interferencia en el proceso de consolidacién, ya que la memoria de

largo plazo se ve deteriorada.

Finalmente, en cuanto al experimento “Efecto del entrenamiento con intensidades de
estimulacion intermedia (2.0 mA) o alta (3.0 mA)” observamos que no hubo diferencias
significativas entre los grupos experimental (DRB 80 ng) y control (vehiculo) respecto a la
latencia de retencidn. Esto indica que ante una situacion de entrenamiento incrementado en
la tarea de evitacion inhibitoria, la administracion de la dosis amnésica éptima de DRB en

la amigdala no produce deterioro en la consolidacion.

Los resultados nos permiten corroborar que ante una situacion de entrenamiento moderado
(en nuestro caso el entrenamiento con intensidad de 1.0 mA en la tarea de evitacion
inhibitoria), la inhibicion de la sintesis de ARNm en la amigdala deteriora la consolidacion
de la memoria (Bailey et al., Schafe y LeDoux, 2000; lgaz et al., 2002; Cammarota et al.,
2003; Parsons et al., 2006; Da Silva et al., 2008; Duvarci et al., 2008). Por otra parte, los
resultados obtenidos respaldan la hipotesis sugerida de que ante una situacién de
entrenamiento incrementado se genera un efecto protector ante la exposicion a tratamientos
amnésicos (McGaugh, et al.,, 1995; Prado-Alcala et al., 2012). Particularmente los
hallazgos muestran que ante una situacion de entrenamiento incrementado en la tarea de
evitacion inhibitoria, la inhibicion de la sintesis de ARNm en la amigdala no deteriora la
consolidacién y por tanto mantiene la informaciéon de largo plazo. El sistema podria estarse
valiendo de otros mecanismos para formar, establecer y fortalecer contactos sinapticos con

otras estructuras cerebrales implicadas en el almacenamiento de la memoria (algunos de
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estos mecanismos ya se mencionaron previamente en la discusion). Sin embargo es
necesario el empleo de otras técnicas ademas de la conductual y farmacoldgica que nos
permitan analizar de una manera mas puntual cudl podria ser el sustrato anatomico,

fisioldgico y/o celular implicado en el entrenamiento incrementado.
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14. GLOSARIO DE ABREVIATURAS

NMDA N-metil-D-aspartato

CaMKII Proteina cinasa dependiente de calcio-calmodulina I1.

MAPK Proteina cinasa activada por mitégenos

CREB Proteina de union al elemento responsivo de AMPc

BDNF Factor neurotrofico derivado del cerebro

DRB 5,6- Dichlorobenzimidazol ribésido

NELFs Factores de elongacién negativos

CDK9 Cinasa caseina 9
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inyectores. Esquemas modificados de Paxinos y Watson, 1998.
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