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Cuando la memoria desaparezca
¢, Qué seras?

A Hugo,

A lado del ser amado
encontramos la plenitud de vivir,
sigamos caminando,
construyendo y viviendo
nuestras propias memorias.

A mis padres y hermanos,

Porque los cimientos
son la parte mas importante
de ser humano.
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RESUMEN

El aprendizaje y la memoria son dos procesos intrincados y de gran importancia evolutiva
para los animales. Existen diversos factores que contribuyen al déficit cognitivo en una
gran gama de animales como el ratdn, rata, humanos, entre otros. Entre los factores mas
destacados se encuentran las enfermedades neurodegenerativas, los accidentes
vasculares y el proceso de envejecimiento. Existen evidencias que muestran el efecto
protector de la sobre estimulacion con ambiente enriquecido (en animales jovenes y
viejos) y del sobre entrenamiento con Laberinto Acuatico de Morris (en animales jévenes).
Dado el déficit cognitivo derivado del proceso de envejecimiento, nos dimos a la tarea de
analizar si la cognicién podia mejorar en ratones de edad avanzada (9 meses) con
respecto a animales jovenes (4 meses). Para ello desarrollamos dos protocolos de
entrenamiento: un entrenamiento corto (de 4 dias) y otro prolongado (de 9 dias);
evaluando la memoria de largo plazo 5 dias después del entrenamiento. Al analizar los
resultados encontramos que el entrenamiento prolongado produce una asintota de
aprendizaje a partir del 5° dia de entrenamiento, a pesar de la diferencia de edad, lo cual
indica que los animales tanto jévenes como viejos, son capaces de aprender la tarea. Sin
embargo, se pudo observar que el entrenamiento prolongado no aumenta la memoria de
largo plazo en animales de edad avanzada como lo hace en animales jovenes, lo cual nos
indica una limitante por el factor edad por la que los animales, a pesar de recibir un
entrenamiento, no mejoran su ejecucion durante la memoria a largo plazo. El papel de la
dopamina como neuromodulador en el sistema nervioso es de gran relevancia, ya que
participa en la regulacion de procesos plasticos como el L-LTP y en procesos de
mantenimiento de la memoria a largo plazo. Por ello, decidimos aplicar un agonista
dopaminérgico de los receptores D1/D5 durante ambos protocolos de entrenamiento. Los
resultados obtenidos nos indican que, aunado a la estimulacién repetida del sistema
dopaminérgico por medio de la aplicacion de SKF38393, el sobre entrenamiento
contribuye la mejora en la ejecucion de la memoria espacial a largo plazo, lo que
interpretamos como un aumento en la consolidacion de dicha memoria. De esa manera,
los animales adultos maduros, se acercaron al desempefio de los animales joévenes. Por
otro lado, la estimulaciéon conductual o dopaminérgica por separado, no nos muestran un
efecto contundente de manera separada. De tal manera concluimos que la mejora
conductual se debe al efecto sinérgico del sobre entrenamiento y de la estimulacion

dopaminérgica.



ABSTRACT

Learning and memory are two highly related processes with great evolutionary importance.
Certain factors, such as aging are related to cognitive impairment in animals like mice, rats
and humans. It has been demonstrated that environmental enrichment can induce an
enhancing effect in learning in both young and old animals.

The same effect has been demonstrated by overtraining or by stimulation of dopaminergic
activity with DA agonists in young animals. Given the cognitive impairment in middle aged
and old animals, we hypothesized that we can improve memory consolidation in middle
aged animals by overtraining and simultaneously dopaminergic system stimulation. Male
CD1 mice were trained in short (ST) or prolonged (PT) Morris water maze training
protocols (4 and 9 days respectively). In addition, middle aged group also received
intraperitoneal injections of either SKF38393 (6mg/kg) (a selective D1/D5 agonist) or
saline immediately after each training sessions with ST or PT. Long-term memory testing
was performed 5 days after the last training session. Both groups of animals, 9 and 4
months of age, arrive to a learning asymptote on day 5 of training with the PT, showing
that both groups of animals, young and middle aged learn the task. When tested for long-
term memory, the over trained middle aged animals have a considerable improvement in
LTM in relation with young animals, however, they still showed impaired performance
compared with the younger ones. With the administration of D1/D5 agonist, after each
training session in both training protocols, we found significant differences in long-term
memory consolidation induced by the activity of prolonged training in addition to the
dopaminergic system stimulation.

In conclusion all these experiments suggest that the effect of overtraining shows a synergy
with the dopaminergic stimulation, improving the long-term memory consolidation in middle

aged animals.



MARCO TEORICO

Memoria y aprendizaje: conceptos y clasificacion.

Los animales se adaptan al medio con gran facilidad, lo cual les permite sobrevivir
y evolucionar, dejando descendencia que garantice la supervivencia de la especie.
Dicha facilidad de adaptaciéon puede modularse, en parte, por medio de dos
procesos ampliamente ligados: el aprendizaje y la memoria (Thompson, 2000). El
aprendizaje es el proceso mediante el cual se adquiere y codifica la informacién
del entorno por medio de los sentidos y precede al proceso de memoria, que es la
capacidad para almacenar y expresar la informacion previamente adquirida
(Thompson, 2000; Squire, 1987; Siegel et al., 2006).

La clasificacion de la memoria se realiza de acuerdo a variables como el tiempo o
las estructuras de las que depende para consolidarse, por esa razén, la memoria
se ha clasificado de acuerdo a diversos métodos como tareas conductuales y
ablacion de estructuras. Una de las clasificaciones mas utilizadas es por su
duracion, dividiéndose asi en memoria de corta duracién, que va de minutos a
horas (memoria de corto plazo, MCP) y memoria de duracién méas prolongada, que
va de dias, meses y hasta afios (memoria de largo plazo, MLP) (Fig. 1) (Anderson,
1995; McGaugh, 2000). La MLP se caracteriza por un proceso denominado
consolidacion, término definido por Muller y Pilzecker desde 1900
(Konsolidierung), y que es el proceso mediante el cual se estabiliza
progresivamente la memoria (Dudai, 2004). Cada tipo de memoria se puede
representar molecularmente, de esa manera la MCP involucra la modificacion de
proteinas pre-existentes (fosforilaciones por cinasas persistentes y activacion de
canales de Ca?'); mientras que la MLP se caracteriza por la activacion de
cascadas de segundos mensajeros que pueden llegar al nacleo, activar factores
de transcripcion y asi, desencadenar la sintesis de proteinas de novo (Fig.2)
(Dudai, 2004).
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Fig. 1 Esquematizacién de las fases de la memoria. Las tres curvas que se muestran se
entrecruzan mostrando un mecanismo intrincado. Descrito de izquierda a derecha: para la memoria
de corto plazo, la mas inmediata (de segundos a horas) solo se requiere la activacion de canales y
de cinasas que contribuyan a llevar el mensaje rio abajo. Finalmente se llega a la sintesis de
proteinas y a la modificacion estructural de la neurona, que permite el establecimiento de la
memoria a largo y muy largo plazo (Modificado de McGaugh, 2000).
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Fig. 2 Representacion esquematica de los cambios moleculares que ocurren durante la memoria
de corto plazo (MCP) parte inferior de la imagen, en donde se muestran canales de Ca2+y K+ (1y
2), que implican modificaciones covalentes a proteinas preexistentes; mientras que en la parte
superior de la imagen se muestran las modificaciones que participan en la formacion de la memoria
de largo plazo (MLP), como la activacion de la proteinas adenilato ciclasa y de segundos
mensajeros que activan genes para promover el crecimiento y modificacion axonal (Modificado de
Milner et al., 1998).
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La MLP se ha dividido a su vez, en dos tipos: memoria declarativa o explicita y
memoria no declarativa o implicita (Fig. 3). La memoria declarativa o explicita es
aguella que implica el recuerdo de hechos y eventos (saber qué, cuando y dénde,
también llamada memoria episddica), mientras que la memoria no declarativa es
aguella que se refiere a las habilidades que se poseen (‘como hacerlo”), por
ejemplo el aprendizaje perceptual, condicionamiento clasico y aprendizaje no
asociativo (Milner et al., 1998). Cada tipo de memoria de largo plazo, implica la
participacion activa de ciertas zonas cerebrales durante su formacién y
almacenamiento. Gracias a las metodologias ablativas, por ejemplo, con el
tratamiento de focos epilépticos o investigando algunos accidentes que
comprometen ciertas areas cerebrales, se ha podido establecer qué estructuras
del I6bulo temporal se relacionan en mayor medida con la formacion y
almacenamiento de memorias explicitas, particularmente aquellas que asocian
informacion visual, espacial y temporal, como el hipocampo, la corteza entorrinal y
la corteza perirrinal.  Aunado a ello se han identificado aquellas estructuras
relacionadas con memorias implicitas, como el cuerpo estriado, la amigdala o el
cerebelo (Carrillo Mora, 2010; Carrillo Mora, 2010b; Milner et al., 1998).

Memoria de Largo Plazo

Memoria Declarativa Memoria no Declarativa
(explicita) (implicita)

Procedimiento
Eventos (habilidades y Priming
habitos)

Condicionamiento Aprendizaje no
clasico simple asociativo

Lébulo Respuestas Respuestas
temporal

emocionales motoras
medial
Estriado Neocorteza Amigdala Cerebelo Reflejos

Fig. 3 Diagrama que muestra una clasificacion de los sistemas de memoria en mamiferos, con las
estructuras que participan en la formacion de cada tipo de memoria (Modificado de Milner et al.,
1998).




Memoria episddica: ubicacion espacial de un evento determinado.

La memoria episddica, como se menciond anteriormente, corresponde a un tipo de
MLP en la que se codifica informacion de tipo espacial/contextual, o que nos
permite determinar en donde ocurre un evento determinado, de acuerdo a la
experiencia previa (Milner et al., 1998; Carrillo-Mora, 2010). De esa manera, la
memoria espacial requiere la capacidad de adquirir y retener caracteristicas del
ambiente como: rutas, configuraciones y localizaciones espaciales para asociarlas
a un evento concreto. Por lo tanto, este tipo de memoria es de gran importancia
para la supervivencia de los animales, por ejemplo, para encontrar el camino de
vuelta al nido, asociar un lugar a un depredador o para localizar un alimento

guardado previamente (Vicens et al; 2003).

El componente espacial/contextual de la memoria episoddica hace uso de la
navegaciéon espacial, que es una conducta compleja caracterizada por la
bdsqueda de un lugar en el entorno, por medio de movimientos auto controlados
en un espacio determinado. Los roedores pueden navegar de cuatro distintas
formas durante la resolucién de tareas conductuales: 1) orientacién, 2) guia, 3)
cartografica y 4) integracion de la ruta (Vicens et al., 2003). 1) En la forma de
orientacién los animales basan su busqueda en movimientos aprendidos durante
la ejecucion de la tarea conductual; 2) en la forma de guia los animales aprenden
asociaciones entre estimulos sefales y la meta; 3) La forma cartogréafica implica el
uso de sefales distales con las que los animales se forman una representacion de
su entorno en algo llamado “mapa cognitivo”, mediante el cual localizan la meta; 4)
finalmente la forma de integracion de la ruta, consiste en un proceso de cambio de
la informacion cuando las pistas ambientales no ofrecen la suficiente para llegar a
la meta. Este cambio de informacién se da mediante un sistema interno de
referencia basado en el lugar de salida antes de iniciar la navegacion y busqueda
de la meta, por lo que el animal usa claves basadas en la cinestesia y sefales

vestibulares (Santin et al., 2000).
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Para estudiar los procesos implicados en la memoria espacial en condiciones de
laboratorio, se han desarrollado diversas tareas o laberintos, usados para evaluar
la memoria espacial en primates (incluyendo el humano), roedores (ratas y
ratones) e insectos (como Drosophila sp). Uno de los modelos mas utilizados en
roedores, es el laberinto acuatico de Morris (LAM), también llamado laberinto de
agua o simplemente laberinto acuético (LA).

El LA es una tarea conductual desarrollada por Richard Morris en 1984, en la cual
los animales se ven expuestos a nadar varios dias en un tanque con agua, para
encontrar una plataforma oculta (plataforma no visible) apoyados en claves
espaciales que se encuentran alrededor del laberinto (Fig 4A). Esta tarea
conductual requiere de pocos dias de entrenamiento, a lo largo de los cuales se
observa una reduccién en el tiempo de nado para llegar a la plataforma (latencia)
(Fig. 4B,C,D). Finalmente, ya sea 90 minutos (MCP) o 24hrs en adelante (MLP), se
mide la memoria la memoria espacial en ausencia de la plataforma (Fig. 4E), en
donde finalmente se evalla la consolidacion de la ubicacion de la plataforma
(Morris, 1984).

A B B. —
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Fig. 4 Representacion esquematica del Laberinto acuatico (LA). En A. se observa el tanque con
agua y una plataforma oculta por debajo del agua, el tanque se divide en cuadrantes, desde los
cuales el animal es entrenado para ubicar la plataforma guiado por claves espaciales que rodean el
tanque; en B. se muestra la division del tanque en 4 cuadrantes; en C. se puede ver el movimiento
erratico del animal el primer dia de entrenamiento, durante el cual puede o no llegar a la
plataforma; sin embargo el numero de entrenamientos produce una reduccion de la latencia en el
Gltimo dia, mostrado en D. Finalmente en E. se muestra el patron de movimientos del animal el dia
de la prueba de memoria a largo plazo, en donde pasa mayor tiempo en el lugar en donde se
encontraba la plataforma.
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El LA tiene otras ventajas ya que evita que los animales utilicen claves no
espaciales como el olor para resolver la tarea. Esta tarea permite evaluar la
memoria espacial de referencia, si la plataforma permanece en el mismo lugar
durante los ensayos; asi como la memoria de trabajo si la plataforma se cambia de
posicibn en cada ensayo. De tal manera que la memoria de referencia es
independiente de los ensayos y permite aprender la ubicacion de la plataforma de
escape. En cambio la memoria de trabajo es temporal y depende de cada ensayo
llevado a cabo, lo que le permite al animal variar su metodologia de resolucion. Sin
embargo, una de las desventajas es que la inmersiéon en el agua puede aumentar
el nivel de estrés de los animales, agregando una variable importante a considerar
en el estudio tanto conductual en los patrones de nado, como molecular, si se
llegan a medir niveles de neurotransmisores o0 expresion de proteinas en ciertas

zonas del hipocampo y amigdala (Morris, 1984; Vicens et al., 2003).

Como se ha mencionado anteriormente, los estudios con ablacion o lesion en
zonas especificas, ha permitido conocer las estructuras que participan en la
formacion y almacenamiento de diversos tipos de memoria, incluyendo la memoria
espacial. Es asi que mediante lesiones electroliticas irreversibles, directas en
hipocampo dorsal y corteza prefrontal durante el entrenamiento con LA, se ha
observado que existe un déficit en el proceso de su aprendizaje, particularmente
los primeros dias; y en la memoria a largo plazo, cuando la lesion se realiza un dia
después de finalizar el entrenamiento (Fig. 5) (Miyoshi et al., 2012; Compton et al.,
1997). Asi mismo, las lesiones electroliticas en corteza perirrinal, entorrinal lateral
0 combinadas, afectan la adquisicion inicial del LA, sin embargo, todos los
animales lesionados son capaces de disminuir su latencia a la plataforma al nivel
de los animales intactos a partir del quinto dia de entrenamiento (Liu & Bilkey,
1998). En conjunto, estos resultados con lesiones, nos indican que tanto el
hipocampo, la corteza prefrontal, la corteza entorrinal y la corteza perirrinal, son de
gran importancia durante la formacion y almacenamiento de la memoria espacial

con el LA.
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Fig. 5 Esquema representativo de dos estructuras que participan en la formacion y
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2012 & Compton et al., 1997).

N o N
> =

Ademas de las estructuras implicadas en la formacion y almacenamiento de la
memoriaespacial, se han analizado los sistemas de neurotransmisores implicados
también durante la formacion o mantenimiento a largo plazo. En la formacién y el
mantenimiento de la memoria espacial del LA, se han descrito diversos sistemas
de neurotransmisién por medio del bloqueo con farmacos, ya sea de manera
sistémica o intraperitoneal y local o intracerebral.

La administracion intraperitoneal (i.p) del antagonista glutamatérgico NMDA,
MK801 15 minutos antes de la sesion de entrenamiento, afecta el desempefio de
los animales durante el entrenamiento con LA, aunque hacia el quinto dia los
animales si muestran una disminucion en su latencia a la plataforma; sin embargo
el mantenimiento de la memoria a largo plazo se ve afectado con respecto a los
animales inyectados con salina o inmediatamente después de las sesiones de
entrenamiento, lo que nos indica que el glutamato es un neurotransmisor relevante
para la formacion y consecuentemente para el almacenamiento de la memoria

espacial (Ramirez-Amaya et al., 2001).
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Aunado a estos hallazgos, se ha observado que el aumento en los niveles de
acetilcolina y la disminucién de serotonina en CPF derivados de la exposicion
cronica a plomo, generan un déficit en la MLP del LA (Mansouri et al., 2013).
Mientras que la administracion de un antagonista colinérgico, escopolamina,
genera un déficit en el almacenamiento de la memoria a largo plazo del LA (Xiang
et al., 2012); en conjunto estos resultados nos indican la importancia de la
acetilcolina y serotonina en la formacion de la memoria espacial a largo plazo.

Por otro lado, la inyeccion bilateral en CAl, del antagonista dopaminérgico
SCH23390 inmediatamente después de las sesiones de entrenamiento, afecta el
desemperio de los animales a lo largo de los 5 dias de adquisicién, (da Silva et al.,
2012); mientras que la deplecion de los receptores D1 en ratones knock-out afecta
la expresion de BDNF en corteza prefrontal y afecta el aprendizaje de la ubicacion
de la plataforma en el laberinto acuéatico, esto sélo sucede cuando se depletan los
receptores D1 y no D3 (Xing et al., 2012), por lo que la activacion de los
receptores D1 en CPF permiten la formacion de la memoria y la expresion de
BDNF en CPF.
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ANTECEDENTES

Deterioro cognitivo en animales de edad avanzada

Los animales, para sobrevivir, como se menciond anteriormente, necesitamos del
aprendizaje y la memoria para, por ejemplo, recordar en donde llevamos a cabo
una actividad determinada. Estos procesos mnemonicos se pueden ver
deteriorados como consecuencia de enfermedades neurodegenerativas, de
accidentes vasculares o del proceso de envejecimiento, entre otros factores
(Grady y Craik, 2000; Barros et al., 2008

El proceso de envejecimiento, es un proceso que se lleva a cabo de manera
natural en los animales y que repercute en diversas funciones de su sistema. Se
puede entender, a grosso modo, como el declive de los mecanismos
homeostéaticos que aseguran el buen funcionamiento celular y sistémico de los
individuos (Revisado en Tevy et al., 2012). Entre las muchas consecuencias del
proceso de envejecimiento natural o no asociado a enfermedades
neurodegenerativas, se encuentra la afectacibn de procesos cognitivos; por
ejemplo la afectacion de diversos tipos de memoria de largo plazo, que incluye
memoria espacial y de reconocimiento, o procesos como el priming*, todos ellos
se afectan con el envejecimiento “normal’” o envejecimiento no asociado a
enfermedades neurodegenerativas (Barnes; Grady & Craik, 2000; 1988; Foster et
al., 2012).

Actualmente se sabe, que las memorias dependientes de hipocampo (de tipo
espacial-contextual), suelen ser las mas vulnerables al declive cognitivo en
primates, incluyendo al humano y en modelos roedores como el raton, rata y gerbo
(Foster et al., 2012). Entre las tareas conductuales de memoria espacial que se

ven afectadas por el envejecimiento, se encuentran el condicionamiento aversivo

! Priming es un tipo de memoria implicita, se refiere a los cambios que se producen en la capacidad para
identificar implicitamente un item como consecuencia de un encuentro especifico previo con dicho item,
aun cuando el sujeto no recuerde explicitamente el item o el episodio en el que se le fue mostrado
previamente (Tulving & Schacter, 1990).
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contextual®, el laberinto acuatico y el laberinto circular (tanto adquisicion como

memoria a largo plazo).

Durante el condicionamiento aversivo contextual los animales jovenes, de 2
meses, muestran un mayor grado de inmovilidad (tiempo en el que el animal no se
mueve) con respecto a los animales viejos, de 24 meses, de tal manera que los
animales jovenes recuerdan la asociacion previa de un estimulo incondicionado
con un estimulo condicionado. En el caso del LA, los animales jovenes tardan
menos tiempo en encontrar la plataforma sumergida (menor latencia), mientras
gue los animales viejos tardan mas tiempo para esta misma tarea (mayor
latencia), dicho patron se repite durante los 4 dias de entrenamiento en el LA, lo
que muestra que los animales viejos no aprenden la ubicacion de la plataforma
igual que los animales jovenes con un entrenamiento de 4 dias (Bergado et al.,
2011).

El deterioro cognitivo asociado al proceso de envejecimiento, esta relacionado con
el dafio o exacerbacibn de algunos procesos moleculares, neuronales y
sistémicos, que se utilizan como marcadores de envejecimiento. Por ejemplo, se
utiiza como marcador de envejecimiento, la disminucién del metabolismo
mitocondrial y el consecuente aumento del estrés oxidativo, lo que lleva a la
sintesis de proteinas no funcionales y a cambios en el metabolismo energético
(Villa et al., 2012). Ademas del metabolismo celular, durante el envejecimiento se
observa que el volumen cerebral sufre una disminucién de materia blanca, que es
aguella que esta compuesta por las fibras nerviosas (Buckner et al, 2004). Asi
mismo, se ha observado una disminucién en los marcadores sinapticos como la
proteina de densidad post-sinaptica 95 (PSD-95) y de la proteina pre-sinaptica
vesicular sinaptofisina (SYP) en ratones. Dicha disminucion se observa en
hipocampo y tiene y se relaciona con la disminucién en el desempefio conductual
en ratones de edad avanzada y viejos, tanto en la fase de adquisicion como en la
MLP (Yu et al.,, 2011). Ademéas de los efectos del proceso de envejecimiento
observados en roedores, se ha observado una disminucion de SYP en hipocampo

Condicionamiento al miedo: tipo de aprendizaje asociativo, en el que se mide una respuesta de
congelamiento dada por la asociacién de un estimulo incondicionado (shock en las patas), con un estimulo
condicionado (tono) (Buccafusco, 2009).
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y corteza pre frontal de macacos viejos, de 23 a 31 afios (Haley et al., 2010).
Aunado a ello, se sabe que el déficit cognitivo en ratas se relaciona con la
disminucion de los potenciales excitatorios post-sinapticos®, ocasionando menos
excitacion sindptica (Bergado et al., 1997) ademas de una incapacidad de
mantener la potenciacion a largo plazo (LTP)* y defectos en la expresion de genes
tempranos, importantes para la formacion de la memoria a largo plazo (revisado

en Bergado y Almaguer, 2002).

? Potenciales excitatorios post-sinapticos, también denominados despolarizantes. Son consecuencia de la
apertura de canalesa Na*, Ky Ca2+, las despolarizaciones producidas por varios botones sinapticos se
suman (efecto sumatorio) y de esa manera se puede producir la despolarizacidn total de la membrana.
fLTP (Potenciacion a largo plazo, por sus siglas en inglés), es un proceso de potenciacidn sinaptica que
puede durar de minutos a horas y requiere de sintesis de proteinas, por lo que se utiliza para estudiar las
bases moleculares de la memoria. Depende de receptores NMDA y su mantenimiento a muy largo plazo (L-
LTP) requiere de la modulacion por medio de receptores D1.
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Incremento de las capacidades cognitivas: conducta.
Sobre entrenamiento y ambientes complejos.

Una de las grandes interrogantes en el estudio de la memoria y el aprendizaje, es
como lograr una mayor capacidad de memoria. Existen diversas hipétesis de
coémo mejorar las capacidades cognitivas en animales jévenes, de edad avanzada
y viejos. En 1999, el grupo de Bermudez-Rattoni demostré que un sobre
entrenamiento durante 4 y 5 dias con el laberinto acuéatico en ratas jovenes,
contribuia con la formacién de nuevas sinapsis en la via de las fibras musgosas,
gue van del stratum lucidum (SL) hacia el stratum oriens (SO) (Fig 6), fendbmeno
gue no se observé en animales con un solo dia de entrenamiento o en animales

control (sin aprendizaje) (Ramirez-Amaya et. al., 1999).

Fibras musgosas Fibras musgosas

Stratum
lucidum

Stratum
lucidum

Entrenadas

Fig. 6 Se muestra la formacién de una doble banda en ratas sobre entrenadas en el laberinto
acuatico, con respecto a ratas controles. Dicha banda va del stratum lucidum (sl) al stratum oriens
(so) (Modificado de Ramirez-Amaya et al., 1999).



Aunado a ello, se demostré que los animales sobre entrenados, tenian un mejor
desempeiio durante la MLP, la cual lograban mantener desde 7 y hasta 30 dias

posteriores al entrenamiento (Fig. 7A y B) (Ramirez-Amaya et al., 2001).
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Fig. 7 Mantenimiento de la Memoria de Largo Plazo (MLP) 7 (A) y 30 dias (B) post entrenamiento.
(Ramirez-Amaya et al., 2001).

Ademas de los cambios conductuales y morfolégicos producidos por el
entrenamiento, existe evidencia que muestra que la exposicion a un ambiente
enriquecido® complejo (con varios niveles dentro de la caja, equipada con material
para anidar, con juegos y objetos de diferentes texturas), produce un aumento en
la capacidad para aprender la ubicacion de la plataforma durante el entrenamiento
del LA (Moser et al., 1997). De manera complementaria, se ha demostrado que
tanto el sobre entrenamiento en el LA como la exposicion a un ambiente complejo,
producen un aumento en la densidad de espinas dendriticas en el area CA1l del
hipocampo de animales adultos (Moser et al., 1994 y 1997).

La estimulacién conductual por medio de entrenamiento, se ha utilizado también
en modelos para enfermedades neurodegenerativas. En un modelo para estudiar
la enfermedad de Alzheimer, el entrenamiento previo en el LA logra aumentar el
desempefio de los animales cuando son sometidos a un entrenamiento posterior

al desarrollo de la patologia, dicha mejora se logra en el entrenamiento y en la

Un ambiente enriquecido es un entorno que estimula de manera compleja a un animal de laboratorio, que
regularmente se encuentra en condiciones estandar de habitat.
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memoria a largo plazo en esta misma tarea (Li, et al., 2011). Esta pre exposicion al
LA también tiene efecto positivo en animales muy jovenes que son estimulados
tempranamente. De tal manera que el entrenamiento en la etapa postnatal por 11
dias durante en su primer mes de vida, lleva al animal a mostrar un mejor
desempefio en su etapa juvenil (2 meses de edad) durante la busqueda de la
plataforma sumergida, en el entrenamiento con LA. Este efecto se ve acompafiado
de un aumento del marcador sinaptico SYP en el stratum oriens de CA3 en
hipocampo (Keeley, et al., 2010), una zona que participa en el mantenimiento de la

memoria espacial a largo plazo.

Hasta este punto, la informacién indica que el sobre entrenamiento con una tarea
conductual como el LA, genera una mayor retencion de la memoria a largo y muy
largo plazo. También nos indica que la estimulacion durante un periodo largo en
etapas tempranas, con ambientes diversos y complejos, contribuye con mejoras
conductuales, especificamente en memorias espaciales.

La estimulacion con ambiente enriquecido produce un aumento en la capacidad de
aprender y mantener una memoria a largo o muy largo plazo, lo cual se encuentra
estrechamente relacionado con el aumento de los niveles de factores neurotroficos
como BDNF, NGF y NT-3; asi como de las hormonas corticosterona o
adrenocorticotropina; que participan en la formacién y mantenimiento de procesos
cognitivos (Simpson & Kelly, 2011). En 2003, como parte de una serie de
experimentos con envejecimiento, Fick y Ferndndez estimularon con ambiente
enriquecido, a ratones de la cepa C57BL/6, por un periodo de 23 dias durante 3
horas diarias. El resultado fue una mejora en la memoria espacial de los animales
viejos, con respecto al grupo de la misma edad sin dicho pre-estimulo. Ademas se
ha reportado que los animales de edad avanzada que se han expuesto a un
ambiente enriguecido, muestran mayor inmunoreactividad al marcador sinaptico
SYP en corteza frontoparietal e hipocampo, con respecto a aquellos animales que
no fueron pre-expuestos a dicho ambiente; este antecedente es de gran
importancia, ya que las cortezas analizadas (anteriormente mencionadas),
participan directamente en el aprendizaje y consolidacion del LAM. Aunado a
estos efectos, cuando el ambiente enriquecido es aplicado a animales que

normalmente no se desempeian satisfactoriamente en el LA, como los ratones de
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la cepa 129/SvJ, esta pre-exposicion aumenta la capacidad de los animales de
aprender la ubicacién de la plataforma durante el entrenamiento; lo cual se
relaciona con el aumento en la neurogénesis en giro dentado (Kempermann et al.,
1998).
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Incremento de las capacidades cognitivas: farmacologia.

El sistema dopaminérgico: dopaminay receptores.

La dopamina es un neurotransmisor que forma parte del grupo de las
catecolaminas, caracterizadas por la presencia de un grupo catecol (CgH4 (OH)2) y
por su sintesis a partir del aminoacido esencial L-Tirosina. Se libera al medio
extracelular por medio de vesiculas, que son denominadas vesiculas

monoaminérgicas (Fig. 8) (Siegel et al., 2006).
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Fig. 8 Sintesis de dopamina a partir del aminoacido L-Tirosina (izquierda); Vesicula
monoaminérgica (derecha), que alberga dopamina del citosol hacia el interior de ésta para
finalmente poder liberar el neurotransmisor al espacio sinaptico (Modificado de Mufioz et al., 2012

y Siegel et al., 2006).
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Dicho neurotransmisor se encuentra ampliamente distribuido en el cerebro y
puede actuar ya sea como neurotransmisor o como hormona (Siegel et al., 2006).
Las inervaciones dopaminérgicas son muy abundantes y se han identificado
cuatro inervaciones en el cerebro de mamiferos: la nigroestriatal, la mesolimbica,
la mesocortical y la tuberoinfundibular. Una vez liberada de las terminales
presinapticas hacia el espacio sinaptico, la dopamina actla sobre receptores
acoplados a proteina-G (GPCRs), siendo los del tipo D1 (D1 y D5), post
sinapticos. La actividad se da por medio de Ggs/or, que estimula la produccion de
AMPc por medio de la adenilato ciclasa (AC), y son exclusivamente
postsinapticos. Los receptores del tipo D2 (D2, D3 y D4) pueden ser
postsindpticos en células blanco dopaminérgicas, y presinapticos en neuronas
dopaminérgicas, actuando con una retroalimentacion negativa a bajas
concentraciones de dopamina. Los receptores del tipo D2, actian sobre G, (Fig.
9) inhibiendo a la AC, es decir, inhibiendo la actividad de sefalizacién

intraneuronal (Revisado en Beaulieu & Gainetdinov, 2011).
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Fig. 9 Receptor dopaminérgico que se constituye, de manera general, por una proteina de siete
dominios transmembranales. Se encuentra acoplado a una proteina G, con sus 3 subunidades alfa,
beta y gama, que actian en el citoplasma (Modificado de CNSforum).
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Importancia del sistema dopaminérgico en la memoria y en la plasticidad

sinaptica.

Actualmente se sabe que los cambios en el comportamiento, dependientes de la
experiencia, derivan, en gran medida, de cambios en la fuerza sinaptica y
excitabilidad neuronal. La modificacion sinaptica a largo plazo como la LTP,
requiere de sintesis de proteinas y se encuentra ampliamente relacionada con
procesos de aprendizaje y memoria (Escobar & Derrick, 2007). Durante el estudio
de la plasticidad se han hecho hallazgos sobre el papel de diversos sistemas de
neurotransmision, entre ellos el sistema dopaminérgico, al cual se le atribuye un
papel como neuromodulador de procesos plasticos y cognitivos, como el
mantenimiento de la memoria a largo y muy largo plazo.

Se ha establecido una relacion entre la dopamina y la regulacién de respuestas
celulares, por medio de la aplicacién de agonistas dopaminérgicos y dopamina in
Vvivo e in vitro en células piramidales de CAl, ya que la aplicacion de dopamina en
cultivos celulares, produce un aumento de potenciales excitatorios post-sinapticos,
y un mayor tiempo en el mantenimiento de la potenciacion a largo plazo (Revisado
en Jay, 2003). Ademas de la informacion que deriva del estudio de la plasticidad
sinaptica y del rol de la dopamina en ésta, se han ido descubriendo algunos
componentes de la participacién de la dopamina en diversos procesos cognitivos.
Al realizar microdialisis® a un grupo de pacientes durante la ejecucion de una
lectura secuencial de palabras, con la medicién de la memoria de trabajo de dicha
lectura; se observd un aumento significativo en los niveles de dopamina durante
la actividad cognitiva en amigdala central y basolateral, con respecto a los niveles
basales sin actividad cognitiva, ello podria estar relacionado a varios factores
como la novedad del estimulo, la atencion y la motivacién, asi como al aprendizaje
per se (Fried et al, 2001).

6 . ST P . . . . T , ,pe

Microdidlisis: Técnica que consiste en implantar una canula para dializar moléculas en zonas especificas del
cerebro. Esta técnica permite el analisis en libre movimiento y la infusion de farmacos durante tareas
conductuales.
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Aunado a ello es importante recalcar que la dopamina participa en la consolidacion
de tareas cognitivas como el reconocimiento de objetos (RO), ya que, entre otros
antecedentes, se ha observado que la microinyeccion de un antagonista D1
(SCH23390) produce afectacion solo en el almacenamiento de la memoria a largo
plazo, no asi en la memoria de corto plazo. Esta consolidacion a largo plazo por
medio de los receptores D1, se relacionan estrechamente con el aumento de
pERK1/2, permitiendo de esa manera mantener las memorias a largo plazo
(Balderas et al., 2013; Nagai et al., 2007).
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Mantenimiento de la memoria a largo plazo y mejoras conductuales

producidas a través del sistema dopaminérgico.

Si bien la memoria es el almacenamiento de la informacién adquirida durante el
aprendizaje, su mantenimiento a largo plazo es un atributo de enorme relevancia
para los grupos que la estudian (Dudai, 2002). La dopamina ha demostrado
relevante durante la consolidacion de la memoria. Se sabe que la actividad del
receptor D1 en hipocampo, es necesaria para el aprendizaje espacial, ya que
ratones knock out para el receptor D17, no son capaces de aprender la tarea
espacial del laberinto de agua, de manera contraria a animales sin mutacion
alguna o con la mutacion D3”. Aunado a ello, los animales D17 muestran un
déficit en la memoria de largo plazo y en su mantenimiento por 7 y 14 dias, lo que
se relaciona con una menor activacion de p-ERK (Xing et al, 2010). Existen,
ademads, trabajos con los farmacos SKF38393 y SCH23390 (agonista y
antagonista D1, respectivamente), que muestran la importancia del sistema
dopaminérgico en la formacién de la memoria espacial del laberinto de agua. Su
importancia radica, particularmente, en la modulacion post- entrenamiento,
durante la fase de consolidacién, ya que el bloqueo de los receptores
dopaminérgicos del tipo 1 (D1), afectan el aprendizaje a partir del tercer y hasta el
quinto dia de entrenamiento, asi como la memoria a largo plazo, aumentando la
latencia de llegada a la plataforma y disminuyendo el tiempo que nadan los
animales en el cuadrante de interés (en el cual se ubicaba la plataforma). Aunado
a ello el sistema dopaminérgico no sélo participa en la formacion de la memoria a
largo plazo, sino que puede ayudar a su consolidacibn en menos dias de
entrenamiento (2 dias), durante los cuales se les administrd el agonista SKF38393
intra-CA1, inmediatamente después del entrenamiento. Lo que se obtuvo, es que
los animales tratados con el agonista dopaminérgico muestren mayor retencion de
la memoria a largo plazo, con respecto a los animales tratados con solucion salina
isotonica, comprobando que dicha regulacion dopaminérgica contribuye con la
formacion de la memoria y puede tener efectos farmacoldgicos positivos (da Silva
et al., 2012).
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Ademas del efecto que tiene la dopamina en la consolidacion de la memoria, se
sabe que puede tener un efecto potenciador de ésta a muy largo plazo. La
aplicacion del agonista dopaminérgico SKF38393 intra-hipocampal ,en un periodo
critico de 12 horas después del entrenamiento con evitacion pasiva, promueve que
una memoria poco persistente, logre ser mantenida mucho més tiempo. Dicho
potenciamiento se relaciona con el aumento de factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés). De esta manera se puede establecer
que la dopamina no sélo participa en la consolidacion de la memoria, sino que
también participa en su mantenimiento a largo plazo y muy largo plazo (Rossato,
et al., 2009).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las evidencias muestran que el envejecimiento se asocia a un déficit cognitivo en
diversas especies animales entre ellas el raton. Por otro lado, sabemos que el
sobre entrenamiento en animales jovenes provoca un aumento en la consolidacion
de la memoria, manteniéndola a largo plazo, en animales jovenes. Ademas, se ha
demostrado que la dopamina es un neuromodulador que contribuye con la
formacién y mantenimiento de la memoria a largo plazo por medio de los
receptores D1. Aunado a ello, existen evidencias que muestran la participacion de
la DA como neuromodulador, en el mantenimiento y formacion de la MLP. Ya que
la estimulacion del sistema dopaminérgico por medio de los receptores D1, tiene
efectos positivos en la memoria a largo plazo, particularmente en su
mantenimiento, no asi en la de corto plazo. En conjunto, la informacién nos llevo a
preguntarnos si era posible potenciar la memoria de largo plazo, por medio de la
estimulaciéon del sistema dopaminérgico, durante un entrenamiento o sobre

entrenamiento con LA en animales de edad avanzada.

HIPOTESIS

Un entrenamiento prolongado con laberinto acuéatico contribuird a mejorar la
consolidacion de la memoria a largo plazo en animales jovenes, asi mismo,
esperamos un efecto en el almacenamiento a largo plazo de la memoria espacial
en animales de edad avanzada. Ademas se espera que la administracion de un
agonista dopaminérgico, potencie el almacenamiento de la memoria a largo plazo
en animales de edad avanzada, acercando su desempefio al de los animales

jovenes.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar el desempefio conductual de un modelo murino a diferentes edades (4 'y 9

meses) durante el entrenamiento con Laberinto acuético (LA), asi como la

memoria espacial a largo plazo, contrastando los efectos de un entrenamiento

corto y uno prolongado en cada edad. Asi mismo analizar el desempefio

conductual bajo las mismas condiciones mas la administracion sistémica post-

adquisicién del agonista dopaminérgico SKF38393, durante todo el entrenamiento.

Objetivos particulares

a)

b)

d)

Evaluar el desempefio conductual de ratones jovenes y de edad
avanzada, con un entrenamiento corto y con un entrenamiento

prolongado en el LA.

Evaluar la memoria a largo plazo, comparando el desempeiio de
animales: entrenados por un periodo corto, con animales entrenados por
un periodo prolongado; asi como entre animales jovenes y de edad

avanzada.

Evaluar el desempefio conductual de ratones de edad avanzada
administrados con SKF38393 post-adquisicion, durante los protocolos

corto y prolongado en el LA.

Evaluar la memoria a largo plazo, comparando el desempefio de
animales administrados con SKF38393 post adquisicion con respecto al
desempefio de los animales jovenes, en ambos protocolos de

entrenamiento.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Modelo animal

Se utilizaron 33 ratones de la cepa CD1, raton albino utilizado ampliamente en
investigaciones sobre envejecimiento (Charles River), divididos en 6 grupos de
estudio de acuerdo al protocolo de entrenamiento y al farmaco administrado. Para
el protocolo de entrenamiento corto se dividieron a los sujetos en 3 grupos:
solucién salina 9 meses (EC/SS 9m), agonista dopaminérgico 9 meses (EC/SKF
9meses) y solucion salina 4 meses (EC/SS 4m). Para el protocolo de
entrenamiento prolongado se dividieron de igual manera a los sujetos en 3 grupos:
solucion salina 9 meses (EP/SS 9m), agonista dopaminérgico 9 meses (EP/SKF

9m) y solucién salina 4 meses (EP/SS 4m).

Cuadro 2. Agrupaciéon del modelo de estudio, por edad y protocolo de

LA realizado.

Protocolos de entrenamiento

EDAD Entrenamiento corto Entrenamiento
(EC) prologado (EP)
4 meses (joévenes) SSn=5 SSn=5

9 meses (edad SSn=5/SKFn=6 SSn=5/SKFn=7

avanzada)




Laberinto acuatico (LA)

El LAM consiste en un tanque circular lleno con agua y contiene una plataforma
oculta de 0.5 a 1cm debajo de su superficie. Para realizar la tarea el tanque se
divide imaginariamente en 4 cuadrantes de acuerdo a la posicion de la plataforma
(Fig 6 Ay C) y, con ayuda de claves espaciales, que se colocan alrededor del
tanque, los animales deben aprender a llegar a la plataforma a lo largo de varios
dias de entrenamiento con cuatro ensayos diarios (Fig. 6) (Morris, 1984). La
plataforma tiene un area de 144cm?, ésta no debe notarse a través del agua, por

lo que se disuelve pintura blanca no toxica (Fig. 6B y C).

A. B. C.

Fig. 6 Equipo para realizar el Laberinto Acuético (LA), A) Tanque rodeado de claves espaciales. B)
Plataforma que se coloca en uno de los cuatro cuadrantes. C) Division imaginaria en cuadrantes
del tanque de LA con ubicacion de la plataforma.

Se utilizaron dos protocolos de entrenamiento (entrenamiento corto y
entrenamiento prolongado). El protocolo de entrenamiento corto (EC) se llevo a
cabo durante 4 dias con cuatro ensayos cada dia, mientras que el de
entrenamiento prolongado (EP), se realiz6 durante 9 dias con la misma cantidad
de ensayos por dia (Fig. 7). En cada ensayo, el ratén se coloca 60s en el agua para
que encuentre la plataforma, si no es asi se le coloca 10s en ésta antes del
siguiente ensayo. Entre cada ensayo se deja reposar al animal durante 30s. Cada
ensayo se ejecuta desde diferentes cuadrantes. Cinco dias después del ultimo dia
de entrenamiento (corto o prolongado) se realiza la memoria de largo plazo (MLP),

en la que se repite el procedimiento, esta vez sin la plataforma.
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Protocolos de entrenamiento

Entrenamiento
corto

5 dias
descanso

Entrenamiento

prolongado
A
o 0"" Q‘b Qb‘ < »
\ © 06 QJ‘ o o
S OX NN G
5 dias
descanso

Fig. 7 Protocolos de entrenamiento en el LA: corto (4 dias) y largo (9 dias), descanso de 5 dias y
analisis de la memoria de largo plazo.

En la MLP se cuenta el nUmero de veces que cruzan por el area especifica donde

se ubicaba la plataforma (nimero de cruces), el tiempo que tardan en llegar al

cuadrante en donde se ubicaba (latencia al cuadrante blanco), el tiempo que

tardan en llegar a la zona especifica de ubicacion de la plataforma (latencia a la

plataforma) y el tiempo total en el cuadrante de interés.

Latencia al cuadrante

-/

Latencia a la plataforma

-

Tiempo en el cuadrante Nuamero de cruces



Fig. 8 Medidas estandar para el analisis conductual en el LA, las dos mas utilizadas son nimero de

cruces y latencia a la plataforma.

Entrenamiento con LA y administraciéon de farmacos.

Se realizaron los protocolos mencionados anteriormente (EC y EP). A lo largo de
todo el entrenamiento (4 o 9 dias), se les administré a los animales el farmaco (£)-
SKF 38393 hydrochloride (SKF) (Sigma- Aldrich). La via de administracion fue
intraperitoneal (i.p.) en una concentracion de 6mg/Kg, disuelto en solucion salina
0.9% y 0.1% de DMSO (Grupos SKF). Como control utilizamos la inyeccion i.p. de
solucion salina 0.9% con 0.1% de DMSO (Grupos SS). Las inyecciones i.p. se
realizaron inmediatamente después del Gltimo ensayo cada dia de entrenamiento,

durante los 4 0 9 dias, segun el grupo de estudio.

Protocolos de entrenamiento con inyecciones i.p. de SKF 38393

222

D8l pg | . MLP EP
5 dias después

MLP EC
5 dias después

Fig. 11 Protocolos de entrenamiento con inyecciones intraperitoneales, aplicadas después del
ultimo ensayo, cada dia de entrenamiento con el laberinto acuatico.

35



Analisis de datos

Tanto el entrenamiento como la MLP fueron videograbados con una camara digital
Olympus FE-320/X-835/C-540. Los videos se analizaron manualmente, con un
Triple-display clock/timer (Cole-Parmer, EW-94440-00). Durante el entrenamiento
se midid (en segundos) la latencia de llegada a la plataforma en cada ensayo
durante los 4 o 9 dias, segun el protocolo. Para la MLP se midieron, las latencias
de llegada a la plataforma y el nimero de cruces a través del area de interés.
Todos los datos se muestran como la media + error estandar. Para el analisis
estadistico se emple6 un ANOVA-de dos vias con andlisis post-hoc de Fisher,
comparando grupos (edades) por dias de entrenamiento (durante los 4 o 9 dias de
entrenamiento), y por edades y tratamiento farmacologico durante la MLP. Se
consider6 significativo con p<0.05. El analisis se llevé acabo utilizando el paquete

estadistico Statview 4.57.
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RESULTADOS

Efecto de la administracién de un agonista D1 en el entrenamiento con LA,

en ratones de edad avanzada.

El andlisis de la administracion del agonista dopaminérgico SKF 38393 o el
vehiculo (solucion salina 0.9%) inmediatamente después del entrenamiento,
durante ambos protocolos, demuestra que durante los dias 2, 3 y 4 de
entrenamiento, hubo una reduccion estadisticamente significativa en la latencia de
llegada a la plataforma, por parte del grupo de edad avanzada que recibio el
agonista SKF (SKF9m), con respecto al que recibié solucion salina (SS9m) (D2
SS4AmM/SS9m  Fpge= 1.986, p<0.01; D3 SS4m/SS9m F(gs)= 7.365, p<0.01;
SKFIM/SS9IM F(z88)= 7.365, p<0.01; D4 SS4mM/SS9m F(;,80)= 2.829, p<0.01). A
partir del quinto dia de entrenamiento, los grupos se mostraron homogéneos y
llegaron a una asintota de aprendizaje, en donde ya no se muestran cambios entre

sus latencias de llegada a la plataforma entre edades. (Grafica 1)-
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Efecto de la administracion del agonista dopaminérgico
SKF38393 en el entrenamiento con LA.

EP

EC

45 1

40 A
' - S34m (n=10)
- SS9m (n=10)
W~ SKF9m (n= 13)

35 1
;-—-..30_

25 1

Latencia (s

20 1
15 1
10 1

Dl D24 D3} D4f DS{ Do D7} DB DY)

Dias de entrenamiento
SKF 38393, 6mg/Kg i.p.

Grafica 1. Se muestra la latencia de llegada a la plataforma, durante los dias de
entrenamiento corto (EC) y entrenamiento prolongado (EP), de los grupos 4 meses
inyectados con vehiculo (SS 4); 9 meses inyectados con solucion salina (SS9) y 9 meses
inyectados con SKF (SKF9). Los animales aprenden la ubicacion de la plataforma durante
el entrenamiento, al mostrar una disminucién de la latencia con respecto al primer dia de
entrenamiento. Durante los dias 2, 3 y 4 los animales SS4m y SS9m muestran diferencias
significativas, mientras que el grupo inyectado con SKF de 9 meses, tiende a disminuir la
latencia de llegada durante los primeros 4 dias, con respecto al grupo SS de 9 meses
(*p<0.05, **p<0.01).
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Efecto de la administracion de un agonista D1 en el almacenamiento de la

memoria a largo plazo, en ratones de edad avanzada.

El andlisis de la latencia a la plataforma en la memoria a largo plazo (Grafica 2)
muestra que los animales de edad avanzada administrados con el agonista
dopaminérgico y con un entrenamiento prolongado, disminuyen su tiempo de
llegada a la plataforma, incluso al nivel de los animales jovenes también con
entrenamiento prolongado, asi mismo los animales de edad avanzada con EP
pero con SS muestran diferencias significativas, con una mayor latencia de llegada
a la plataforma con respecto a los animales jévenes y de edad avanzada con SKF.
Mientras que los animales con entrenamiento corto no muestran diferencias entre
significativas entre si (EC SKFOM/EP SS4m, F(7, 160= 3.690, p<0.05; EC SS9m/EP
SKF9mM, F¢, 160)= 3.690, p<0.01; EC SSO9M/EP SS4m, F, 160= 3.690, p<0.001; EP
SKFIM/EP SS9m, F7, 160= 3.690, p<0.05; EC SKFOM/EP SS4m, F¢, 160= 3.690,
p<0.05; EP SS4m/EP SS9m, F7, 160)= 3.690, p<0.01).

Latencia a la plataforma

35 EC EP
30 ] T k.
] I * 1
25 1 T w _
— ] EC SS 9m (n=5)
o 20 - [ B Ec SKF 9m (n=6)
© 1 T [ ] EC SS 4m (n=5)
g M EP ss 9m (n=5)
= ]
— 10 - B EP SKF 9m (n=7)
1 B EPss4m (n=5)
5 -
0
Sm Sm 4dm 9m 9m 4dm
SS SKF SS SS SKF SS

Gréfica 2. Latencia a la plataforma, durante la prueba de memoria a largo plazo.
(*p<0.05, ** p<0.01).
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El andlisis del nimero de cruces por el area en donde se ubicaba la plataforma,
muestra diferencias significativas entre los animales jovenes con entrenamiento
prolongado y el resto de los animales, ya que presentan un mayor niumero de
cruces por el area de interés. Pese a ello, los animales de edad avanzada
administrados con SKF (EP SKF9m) y con un entrenamiento prolongado,
muestran un aumento en el numero de cruces, siendo significativamente distintos
al grupo de animales de la misma edad y entrenamiento pero con solucion salina.
En el caso de los animales con entrenamiento corto solo se muestran diferencias
significativas entre los animales de edad avanzada administrados con solucién
salina y los animales jovenes (Grafica 3) (EC SKFOM/EP SKF9m, F7160= 9.885,
p<0.01; EC SKFIM/EP SS4m, F7160= 9.885, p<0.001; EC SS4m/EC SS9m,
F(7,160): 9.885, p<0.01; EC SS4m/EP SS4m, F(7,160): 9.885, p<0.001; EC SS9m/EP
SKF9mM, F7,160= 9.885, p<0.001; EC SSO9mM/EP SS4m, F(7,160= 9.885, p<0.001; EP
SKFOM/EP SS4m, F(7160= 9.885, p<0.01; EP SS4m/EP SS9m, F(7160= 9.885,
p<0.001).

Numero de cruces

10 7 EC EP
s} ok ok
I *k_ |
8 . I I
3] ' — ' N ECsS9m (n=5
8 6 —EE = m (n=5)
= T E EC SKF 9m (n=6)
[
o - 1 [ ] EC SS 4m (n=5)
o L M EP sS 9m (n=>5)
| T EH EP SKF 9m (n=7)
2 B ErP ss4m (n=5)
0
9m Sm 4dm 9m 9m 4dm

SS SKF SS

SS SKF SS

Gréfica 3. Numero de cruces por el area en donde se ubicaba la plataforma, durante la
prueba de memoria a largo plazo. Izquierda: Animales con entrenamiento corto (EC).
Derecha: Animales con entrenamiento prolongado (EP). (**p<0.01, *** p<0.001).
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DISCUSION

Durante el proceso de envejecimiento, la capacidad de consolidar las memorias
episodicas disminuye. De acuerdo a los antecedentes el objetivo principal de este
trabajo fue analizar el desempefio de los animales de edad avanzada en una tarea
espacial como el LA, bajo diversas circunstancias como un entrenamiento

prolongado o la administracion de un agonista dopaminérgico (SKF38393).

De acuerdo a las evidencias experimentales, la potenciacion de las capacidades
cognitivas es posible en animales jovenes por medio de diversas técnicas como
sobre entrenamiento, ambiente enriquecido y estimulacion farmacoldgica
(Ramirez-Amaya et al., 1999; Kempermann et al., 1998), asi como en animales
viejos por ambiente enriquecido (Frick y Fernandez, 2003). Sin embargo poco se
habia estudiado el efecto del entrenamiento y de la estimulacion farmacoldgica
con agnistas dopaminérgicos en animales de edad avanzada (reportados como
middle-aged), que inician con el déficit cognitivo alrededor de los 8 a 9 meses de
edad (Kaczorowski & Disterhoft, 2009).

Efecto del EC y EP sobre la fase de adquisicion del LA.

De acuerdo a estudios anteriores en los que se ha evaluado el proceso de
envejecimiento y el desempefio en el LA, al entrenar a ratones viejos de alrededor
de 24 meses durante un periodo de 4 dias, éstos mostraban mayores latencias de
llegada a la plataformas durante dicha fase de entrenamiento, comparados con
animales de 2 meses de edad, que mostraban latencias de llegada a plataforma
menores, esta diferencia puede ser traducida como un déficit durante el
aprendizaje de la tarea en animales viejos (Bergado et al.,, 2011). Nuestros
resultados muestran que dicho déficit, para adquirir la tarea, puede ser visible con
esta tarea de navegacion espacial, a partir de los 9 meses de edad en modelos
murinos, ya que durante los primeros cuatro dias de entrenamiento los animales
de edad avanzada (9m) presentan diferencias con respecto a los animales jovenes

(4m); sin embargo, dicho déficit durante el entrenamiento puede verse eliminado,
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cuando los animales de 9m son entrenados de manera prolongada durante 9 dias.
El EP lleva a todos los animales de 9 y 4 meses a una asintota de aprendizaje a
partir del 5° dia de entrenamiento. De tal manera que, aun cuando los animales de
9m presentan un déficit en el aprendizaje durante el entrenamiento corto, después
de 5 dias de entrenamiento, al llegar a la asintota de aprendizaje, pueden

aprender la ubicacion de la plataforma de igual manera que los animales de 4m.

Ademas del déficit que los animales muestran en la memoria de navegacion
espacial, se ha encontrado evidencia de un déficit en el aprendizaje asociativo
espacial en animales de 8 meses de edad, lo cual se relaciona con un deterioro en
la hiperpolarizacibn subsecuente al disparo neuronal (post- burst after
hyperpolarization, AHP por sus siglas en inglés) que es un mecanismo que
subyace los procesos de aprendizaje y memoria, estabilizando o modulando la
actividad neuronal (Kaczorowski & Disterhoft, 2009). Esto sugiere que, a partir de
los 8 meses de edad, las neuronas de estos animales no pueden modular su
actividad de estabilizacion después del disparo neuronal, lo que podria provocar

una interrupcién en el proceso de consolidacién de la memoria.

Efecto del EP sobre la memoria espacial a largo plazo.

La busqueda de un mecanismo que mejore la consolidacion de la memoria ha
llevado a indagar sobre diversos métodos que puedan hacerlo posible. Algunos de
ellos se centran en la estimulacién con una tarea conductual o la exposicién a
ambientes complejos. Actualmente se sabe que un sobre entrenamiento en el LA
produce un mantenimiento de la memoria desde 7 y hasta 30 dias post-
adquisicién (Ramirez-Amaya et al., 2001). Ademas, estd documentado que un
estimulo fuerte, como el derivado del entrenamiento con evitacion inhibitoria’
produce un mantenimiento de la memoria desde 2, 7 y hasta 14 dias (Rossato et
al., 2009).

7 Evitacién inhibitoria:
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Nuestros resultados indican que el EP produce una mejor ejecucién durante la
prueba de MLP, particularmente en animales de 4m, no asi en los de 9m. Estas
diferencias, relacionadas a la pérdida gradual de la capacidad cognitiva, podrian
ser mejoradas por medio de estimulacion farmacolégica o por medio de un pre-
entrenamiento de los animales en etapas juveniles, derivando en una mejora en la
adquisicion y en la retencion de la memoria espacial a largo plazo en su edad

avanzada (Vicens et al., 2002, Vicens et al., 1999).

Los antecedentes nos indican que el entrenamiento temprano, en etapas juveniles,
es mas efectivo que el entrenamiento prolongado en etapas adultas maduras. A
pesar de los hallazgos tan contundentes que muestran que el entrenamiento con
LA en etapas juveniles y adultas puede producir: sinaptogénesis, aumento de
MAP-2 y una redistribucién axonal en la via de las fiboras musgosas (Ramirez-
Amaya et al.,, 1999 y 2001; Keeley et al., 2010), las mejoras conductuales no
pueden apreciarse en animales de 9m o de edad avanzada, sugiriendo una
desregulacion en los procesos que permiten a la consolidacion de la memoria

espacial a largo plazo.
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Efecto de la administracién de un agonista dopaminérgico D1 durante el

entrenamiento en el LA.

Al ser de diversas indoles los origenes del deterioro cognitivo en animales de edad
avanzada, es complicado orientarse por un solo factor modificable. Sin embargo,
dado que el sistema dopaminérgico es uno de los sistemas de neurotransmision
afectados por el proceso de envejecimiento y que se relacionan con el
mantenimiento y, mas importante, la modulacion de la memoria (Jay, 2003;
Mizoguchi et al., 2009), uno de las vertientes del presente trabajo se enfoca en la
estimulaciéon del sistema dopaminérgico de manera sistémica durante los

protocolos de EC y EP en el LA y los beneficios que ésta puede otorgar.

La dopamina (DA) es un neurotransmisor que modula, entre otros procesos
cognitivos, el mantenimiento de la memoria a largo y a muy largo plazo (Rossato
et al., 2009) y la formacién de tareas espaciales y dependientes de hipocampo en
roedores (Voller et al.,, 2008; da Silva et al., 2012). Esto ha propuesto a la
dopamina como un neurotransmisor que puede ser utilizado como un enhancer del
desempefio cognitivo en diversas tareas en humanos y roedores, utilizando:
inhibidores de la recaptura de la DA, agonistas dopaminérgicos o inhibidores de la
degradacion de DA (da Silva et al., 2012; Sofuoglu, et al., 2013; Guzman-Ramos,
et. al., 2012 ). Es por ello que la segunda parte de la discusién, se centrara en el

efecto del agonista D1 sobre el entrenamiento en el LA.

La estimulacion dopaminérgica es una herramienta farmacoldgica, que se utiliza
para modular la formacién de la memoria a largo plazo. La administracion del
agonista D1 SKF38393 en la corteza auditiva, recupera la memoria de
discriminacion de sonidos cuando ésta se afecta al bloquear ese mismo tipo de
receptores, contrarrestando el dafio causado (Schicknick et al., 2012). Ademas, la
actividad de la dopamina requiere de otros sistemas de neurotransmision, ya que
sb6lo cuando existe una co-activacion del receptor dopaminérgico y de los
receptores glutamatérgicos NMDA y/o AMPA en nucleo accumbens, se lleva a

cabo la consolidacion de la memoria espacial de objetos en un contexto (Ferretti et
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al., 2005), lo que fortalece la hipé6tesis de la participacion de la dopamina como

modulador de la memoria.

Los resultados obtenidos, orientados hacia la mejora del desempefio conductual
por medio de la estimulacion dopaminérgica, indican que la administracion del
agonista dopaminérgico mejora el desempefio conductual de los animales de 9m a
partir del segundo dia de entrenamiento, que es cuando los animales de 9m sin
dicha estimulacion, muestran la mayor diferencia con respecto a los demas
grupos. De tal manera que incluso durante el entrenamiento, la estimulacion
sistémica (intraperitoneal i.p.) de los receptores dopaminérgicos D1, revierte el
déficit cognitivo que los animales de 9m tienen durante los primeros dias del
entrenamiento en el LA.

En apoyo a estos resultados, se ha demostrado en trabajos previos, que este
mismo farmaco también tiene un efecto positivo sobre la ejecucion de algunas
tareas cognitivas, particularmente en tareas espaciales, mejorando la ejecucion de
animales viejos de entre 18 y 20 meses, en el laberinto acuatico de Barnes (Bach
et al 1999; Hollinger, 2003). Ademas, este farmaco también tiene efecto en
animales jévenes con un entrenamiento muy corto, a los que se les administré de
manera intra-hipocampal. Provocando una mejor ejecucion durante la MLP en el
LA (da Silva et al.,, 2012). A diferencia de este trabajo, y al haber aplicado de
manera sistémica el farmaco, el presente trabajo muestra que el efecto de la
administracion de SKF38393, es mas visible en animales de 9m con un
entrenamiento prolongado, y no tiene efectos positivos sobre la consolidacion de
la memoria del entrenamiento corto; sugiriendo a la DA como modulador de la
memoria espacial a largo plazo en cuando el entrenamiento es lo suficientemente

largo para su consolidacion.
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Efecto de la administracion de un agonista dopaminérgico D1 en la memoria

espacial a largo plazo.

La potenciacion de las capacidades cognitivas en animales jévenes, es posible por
medio de sobre entrenamiento (Ramirez-Amaya et al., 1999), por exposicion a un
ambiente enriquecido (Moser et al., 1994 y 1997) o por medio de la estimulacion
de receptores D1 (da Silva et al., 2012; Rossato et al., 2009).

Nuestro resultados nos indican que la estimulacion dopaminérgica a través del
receptor D1, ademas de tener un efecto positivo en animales de edad avanzada
durante el entrenamiento en el LA, tiene también un efecto positivo en su
desempeiio durante la memoria a largo plazo del entrenamiento prolongado. Ya
que, en conjunto con el entrenamiento, la estimulacion del receptor D1 a través de
su agonista SKF38393, potencia la consolidacion de la MLP que podemos ver
reflejada en una menor latencia para llegar a la platafroma y en un mayor nimero
de cruces por el &rea de dicha plataforma.

En trabajos preliminares del laboratorio, el SKF i.p., aplicado en un modelo 3xTg-
AD, tiene efectos sobre la neofobia®, ya que por el curso de la enfermedad los
animales tienden a no presentarla ante un nuevo sabor como la sacarina. Ademas,
reportes previos indican que existe una pérdida progresiva en la capacidad de
mantener la potenciacion a muy largo plazo (L-LTP) in vitro en la region
hipocampal CA1. Ademas de un déficit progresivo en la memoria espacial a largo
plazo en el laberinto circular de Barnes®; ambas asociadas a la edad y al proceso
de envejecimiento (en un estudio con animales de 3, 6, 12, 18 meses). Dichos
deéficits conductuales y fisiologicos pueden ser atenuados con una dosis de
6mg/Kg i.p. del agonista dopaminérgico SKF38393 (Bach et al., 1999). Ademas, la
misma dosis de este agonista D1 puede inducir una potenciacién sinaptica a muy

largo plazo (L-LTP) en la misma regién hipocampal, incluso por mas de 6 horas in

® La neofobia es el rechazo innato a probar alimentos nuevos que pueden tener un efecto dafino al
organismo.

° El Laberinto circular de Barnes permite evaluar la memoria espacial de roedores en situacion de estrés.
Consiste en una tabla circular con agujeros ubicados cerca del borde, alrededor del laberinto hay pistas
visuales que le sirven al animal como claves espaciales. Sobre la tabla se coloca una luz brillante, lo que
conducird al animal a buscar un escape, que es una caja que se encuentra debajo de sélo uno de los circulos.
De tal manera que el animal debe aprender la ubicacién de dicha caja de escape.



vitro, mientras que de manera contraria, el antagonista SCH23390 evita la dicha
potenciacion cuando se aplican simultdaneamente (Huang & Kandel, 1995).
Actualmente, existen evidencias de que los efectos conductuales positivos
drivados de la estimulacibn dopaminérgica D1, incrementan la respuesta en
algunas cascadas de sefializacién intracelular, con relevancia durante la formacién
de la memoria, como pERK1/2, principalmente en zonas de relevancia conductual
como corteza pre-frontal, asi como mTOR en corteza auditiva (Nagai et al., 2007;
Schicknick et al., 2008). De igual manera, la manutencion del L-LTP, mecanismo
modelo para estudiar la memoria a largo plazo, en hipocampo, requiere de la

presencia de dopamina (Lisman & Grace 2005).

Uno de los puntos principales de este trabajo es evaluar la importancia de la
dopamina durante el proceso de envejecimiento. En trabajos previos, se ha
demostrado que existe una pérdida de los marcadores dopaminérgicos, que se da
de manera progresiva con la edad, entre los que destacan, el receptor
dopaminérgico de tipo 1 (D1) (Backman et al., 2006). De tal manera que se ha
observado una disminucién del potencial de unién de los receptores D1 a su
ligando, por medio de tomografia de emision de positrones (PET, por sus siglas en
inglés) con el radioligando [11C] SCH23390; principalmente en zonas como la
corteza cingulada, la corteza prefrontal dorsolateral y la corteza parietal (Suhara
et al., 1991; MacDonald et al., 2012). Ademéas se ha visto que ratas macho de 17
meses, pierden fibras reactivas a tirosina hidroxilasa en corteza prefrontal, fibras
gue se encuentran mayormente relacionadas con la transmision dopaminérgica en
dicha area (Chisholm et al.,, 2013). Aunado a estos hallazgos, existe una
corelacion directamente proporcional entre el déficit en la memoria de trabajo
espacial y la disminucion de fibras inmunoreactivas a TH, asi como con una
disminucién en su actividad de produccién de L-DOPA, precursor de dopamina en
CPF (Mizoguchi et al., 2009).

Estos hallazgos indican que la actividad dopaminérgica se va perdiendo
gradualmente con la edad. Por ello se han desarrollado hipétesis para mejorar la
calidad de vida de los adultos mayores humanos, potenciando la consolidacién de
las memorias episédicas, que van perdiendo gradualmente, por medio de la

estimulacién dopaminérgica. Por ejemplo, la aplicacion sistémica de L-DOPA en
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adultos mayores, produce una mejora en el desempefio de tareas como el
aprendizaje por recompensa basado en la experiencia, mismo que requiere de
toma de decisiones (Shohamy & Wimmer’s, 2013); ademas se observa la mejora
en tareas de reconocimiento de imagenes, que es una parte fundamental de la
memoria episddica, el primer tipo de memoria que se afecta durante el proceso de
envejecimiento (Chowdhury et al., 2012).

Nuestros resultados apoyan la hipotesis de que la estimulacion dopaminérgica
puede generar mejoras cognitivas, particularmente de manera sistémica, ya que
se sabe que algunos agonistas D1, entre ellos el SKF38393, pueden atravesar la
barrera hematoencefalica (Kamien & Woolverton, 1985) de igual manera que
algunos farmacos precursores de DA como L-DOPA (Shohamy & Wimmer’s, 2013;
Chowdhury et al., 2012).

Las mejoras conductuales derivadas de la aplicacion de agonistas o precursores
dopaminérgicos, incluyendo nuestros resultados, tienen una base fisioldgica
relacionada con la actividad dopaminérgica en zonas de relevancia mnemaonica.
Se ha reportado que la liberacion de dopamina en las terminales del area
tegmental ventral (VTA)- giro dentado, sumada a la actividad de alta frecuencia,
incrementa la probabilidad de fortalecer dichas sinapsis en la formacion de
memorias espaciales de recompensa (Hamilton et al., 2010). Ademas se ha
observado que los receptores dopaminérgicos del tipo 1, modulan la formacion de
sinapsis persistentes y la formacién de memorias dependientes de hipocampo
(Revisado en Hansen & Manahan-Vaughan 2012). Lo anterior podria estar
sustentado por una hipotesis propuesta por Lisman y Grace (2005), por medio de
un loop funcional entre el hipocampo y las neuronas del VTA (area caracterizada
por la presencia de neuronas dopaminérgicas que proyectan a distintas areas
cerebrales). Este loop funcional (sobre la consolidacion de la memoria) inicia con
la entrada de informacion nueva a través de subiculo, nicleo acumbens y nucleo
palido hacia el VTA, a partir de ahi hay liberacion de dopamina hacia el
hipocampo, en donde produciria el mantenimiento del LTP y de la memoria. De
manera general, este loop funcionaria regulando la entrada de informacion para la

formacién de nuevas memorias.
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CONCLUSIONES

El entrenamiento prolongado da como resultado que, tanto animales jovenes (4
meses), como de edad avanzada (9 meses), lleguen a una asintota de aprendizaje
a partir del quinto dia de entrenamiento, por lo tanto, los animales son capaces de

adquirir la tarea a ambas edades.

Pese a que los animales de 9m adquieren la tarea, la MLP se ve afectada por la

edad, sin importar que los animales hayan sido sobre entrenados.

El efecto de la edad en la MLP se puede atenuar estimulando el sistema
dopaminérgico por medio de los receptores D1 de manera sistémica en conjunto

con el entrenamiento prolongado.
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