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1 RESUMEN

La memoria episddica es el recuerdo del ,qué?, ;donde? y ¢ cuando? ocurrio cierto
hecho de la experiencia, dentro de esta memoria se encuentra la memoria de
reconocimiento, que consiste en evaluar si se ha tenido contacto con un estimulo
previamente. Mediante diversas técnicas se ha descubierto que las estructuras
cerebrales implicadas en el reconocimiento son el hipocampo y la corteza perirrinal;
sin embargo, poco se conoce acerca de los neurotransmisores que modulan la
formacion de esta memoria. Estudios previos en nuestro laboratorio muestran que
al inyectar antagonistas dopaminérgicos D1 en hipocampo y en corteza perirrinal la
memoria de los animales no presenta alguna diferencia con respecto a las
inyectadas con solucién salina al hacer la prueba de corto plazo (90 minutos). Sin
embargo, las ratas inyectadas con el antagonista del receptor D1 en la corteza
perirrinal, muestran un déficit significativo en la memoria comparadas con las ratas
control en la prueba a largo plazo (24 horas), mientras que en el hipocampo no se
observo ninguna diferencia, debido a estos datos previos de nuestro laboratorio y a
que varios autores hacen referencia a la importancia de los receptores
dopaminérgicos D1 en la memoria de reconocimiento, el objetivo de la presente
investigacion fue determinar si la inyeccion de un agonista de receptores
dopaminérgicos D1 (SKF-38393) en la corteza perirrinal y el hipocampo mejora la
memoria de reconocimiento de objetos en las ratas, tanto a corto como a largo
plazo. Los resultados de la investigacion indican que la activacién del receptor
dopaminérgico D1 por el agonista SKF38393 en la corteza perirrinal o en el
hipocampo no modifican la memoria de reconocimiento de objetos en intervalos de
tiempo cortos (90 minutos) pero si en la corteza perirrinal en intervalos de tiempo
largos (24 horas). Estudios de otros autores han demostrado que la actividad de los
receptores D1 (pero no D2) esta involucrada en los eventos finales de la fase de
potenciacion a largo plazo (LTP) relacionados con la consolidacion de la memoria,
lo que sugiere que la actividad del receptor D1 puede estar implicada en la fase
tardia de la sintesis de proteinas, uno de los principales mecanismos de

almacenamiento de memoria a largo plazo.



2 INTRODUCCION

El aprendizaje es el fendmeno neurobioldgico por el cual adquirimos determinada
informacion, mediante este proceso obtenemos el conocimiento sobre el mundo,
para que se dé este fendbmeno son esenciales atencion y otros procesos
cognoscitivos; por otra parte, la memoria es el proceso por el cual la informacion
adquirida se convierte en conocimiento que guardamos para utilizarlo
posteriormente cuando sea necesario (Solis y Lopez-Hernandez, 2009).

Las modificaciones en el comportamiento debidas al aprendizaje del individuo se
basan en situaciones del pasado para permitir respuestas mas adaptadas a la
realidad actual permitiendo una mayor posibilidad de sobrevivencia (Akirav y
Maroun, 2006).

2.1 MEMORIA

La memoria puede categorizarse de acuerdo con el tiempo durante el cual es
efectiva, esto es, en memoria a corto plazo (MCP) y memoria a largo plazo (MLP)
(Kandel, 2001). La memoria a corto plazo implica la retencién de la informacion
reciente y se almacena una cantidad limitada de informacion que esta disponible
sb6lo durante unos segundos o minutos luego de transcurrido el aprendizaje
(Baddeley y Hitch, 1974). La memoria a corto plazo se convierte en memoria a largo
plazo mediante un proceso conocido como consolidacion, la memoria a largo plazo
implica la retencién de la informacién durante dias, semanas o incluso toda la vida

(Purves y otros, 2008).

Dentro de la memoria a largo plazo se encuentra una subdivision conforme a la
naturaleza de lo que se recuerda: memoria implicita y memoria explicita (Solis y

Lopez-Hernandez, 2009). La memoria implicita es la base de los cambios en el



comportamiento (no debidos al consumo de drogas o enfermedades) y la capacidad
de responder a los estimulos a través de la practica (Milner, Squire, y Kandel, 1998).
Se deriva de tipos de aprendizaje como la habituacion, la sensibilizacién, el
aprendizaje motor y los distintos tipos de condicionamientos (Solis y Lépez-
Hernandez, 2009). El almacenamiento a largo plazo de la memoria implicita
depende de la via AMPc-PKA-MAPK-CREB. Se ha definido que cuando ocurre una
aplicacion repetida de serotonina, que activa la subunidad catalitica de PKA, la cual
recluta otra cinasa segunda mensajera, la proteina cinasa activada por mitdgeno
(MAPK), una cinasa que frecuentemente se asocia al crecimiento celular. Ambas
cinasas son translocadas al nucleo de la neurona. Ahi la subunidad catalitica activa
un interruptor genético, el CREB-1 (proteina ligadora del elemento de respuesta al
AMPc). Este factor de transcripcion, cuando es fosforilado, se une a un elemento
promotor denominado CRE (elemento de respuesta al AMPc). Por medio de la
MAPK, la subunidad catalitica de PKA actua también de forma indirecta
contrarrestando las acciones inhibidoras de CREB-2, un represor de la
transcripcion. La supresion de la accion inhibidora de CREB-2 y la activacién de
CREB-1 inducen la expresion de dos genes: la enzima ubiquitina hidrolasa que
activa el proteosoma para activar PKA persistentemente, y el factor de transcripcién
C/EBP, uno de los componentes de la cascada génica necesaria para el crecimiento

de nuevas unidades sinapticas (Kandel, 2001).

En contraste, la memoria explicita almacena conocimientos, permite recordar
acontecimientos, numeros, hechos (Carrillo-Mora, 2010). El psicélogo Endel Tulving

fue el primero en clasificar la memoria explicita en episddica o autobiografica para
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los acontecimientos y la experiencia personal y en semantica para los hechos, el
conocimiento objetivo, el tipo de conocimiento que adquirimos en el colegio y los
libros (Buffalo, Bellgowan, y Martin, 2006). Este tipo de memoria depende en su
totalidad de estructuras del lobulo temporal medial (Milner y otros, 1998) por

ejemplo: el hipocampo y la corteza perirrinal (Bear, Connors, y Paradiso, 2008).

Existe la hipdtesis de que el almacenamiento de la memoria explicita se realiza
mediante la potenciacion a largo plazo (LTP) en el hipocampo (Runyan y Dash,
2004). La LTP tiene dos fases: 1. LTP temprana o LTP precoz que durade 1 a 3
horas. No requiere sintesis de nuevas proteinas (Goelet, Castellucci, Schacher y
Kandel, 1986). 2. LTP tardia que dura mas de 4 horas. Requiere sintesis de novo
de proteina y ARN (Goelet y otros, 1986). Esta fase tardia recluta la via de
transmision de sefales del AMPc-PKA-MAPK- CREB, la cual activa la expresion de
un numero de genes implicados en la activacion persistente de PKA, y en el

crecimiento de nuevas zonas de sinapsis (Kandel, 2001).

2.1.1 Memoria de Reconocimiento

Dentro de la clasificacion de la memoria episédica se encuentra la memoria de
reconocimiento la cual implica hacer juicios sobre si un estimulo se ha
experimentado previamente. La memoria de reconocimiento no es un proceso
unitario; se utilizan diferentes tipos de informacién para formar los juicios de
ocurrencia anterior, como la familiaridad relativa de un estimulo que consiste
simplemente en saber que un elemento ha sido encontrado previamente (Song,

Jeneson, y Squire, 2011) y el recuerdo de la localizacion e informacion referente al

11



momento en el que se ha tenido contacto con el estimulo previamente (Barker y
Warburton, 2011), el recuerdo involucra los detalles especificos del contexto acerca
de un episodio de aprendizaje previo. Una manera de estudiar la memoria de
reconocimiento en roedores es mediante la tarea de reconocimiento de objetos, la
cual esta basada en la tendencia natural que tienen los roedores para explorar mas
tiempo un objeto novedoso que uno familiar (Ennaceur y Delacour, 1988). La tarea
de reconocimiento de objetos consiste en dos ensayos, en el primero las ratas son
expuestas a dos objetos idénticos, en un segundo ensayo son expuestas a una
copia del objeto presentado en el primer ensayo (familiar) y a un objeto nuevo,
durante ambos ensayos se deja que las ratas exploren libremente cada uno de los
objetos (figura 1 a y b) ambos ensayos son video grabados con el fin de medir el
tiempo que exploran cada objeto, con esta informacién se calcula el indice de
exploracion (figura 1c). Estudios previos muestran que las ratas son capaces de
discriminar entre los dos objetos en el segundo ensayo, por lo que pasan mas
tiempo explorando el objeto nuevo que el familiar (Ennaceur y Delacour, 1988). La
importancia de la tarea de reconocimiento de objetos radica en se basa en el
comportamiento espontaneo de las ratas estando completamente libre de
reforzadores primarios, como los alimentos, y de castigos, como las descargas
eléctricas; por lo tanto, se tiene a los animales bajo menores niveles de estrés,
comparados con las tareas que si requieren programas de condicionamiento

(Ennaceur y Delacour, 1988).
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Figura 1. Esquema representativo de la tarea llevada a cabo por las ratas
(a,b). A objeto familiar, B objeto novedoso, C esquema de una rata, los
vigotes apuntando hacia los objetos y la cola hacia la pared de la caja.
En el primer ensayo (a) se le deja a la rata explorar libremente dos
objetos iguales. En el segundo ensayo (b) la rata explora un objeto igual
al del primer ensayo y uno distinto. (c) Formula para obtener el indice de
exploracion, A objeto familiar y B objeto novedoso (Uribe, 2014).

En un intento por descifrar los mecanismos que subyacen a la memoria de
reconocimiento, las investigaciones referentes al tema han llevado a una gran
polémica acerca de los neurotransmisores involucrados y las estructuras en las
cuales es llevado a cabo el proceso; algunos investigadores afirman que la
familiaridad depende de la corteza perirrinal (Brown y Aggleton, 2001; Eichenbaum,
Yonelinas y Ranganath, 2007). Mientras que otros se oponen y afirman que tanto la
corteza, como el hipocampo estan involucrados de manera conjunta en la
familiaridad y el recuerdo (Myskiw, y otros, 2008; Wixted y Squire, 2011; Diana y
Ranganath, 2011; Rossato, y otros, 2007; Squire, Wixted y Clark, 2007). En relacion

a los neurotransmisores, el camino no ha sido diferente, muchas investigaciones
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han girado en torno a la importancia del glutamato e incluso de la dopamina
(Guzman-Ramos, Moreno-Castilla y Bermudez-Rattoni, 2010; Guzman-Ramos vy
otros, 2012; Balderas, Morin, Rodriguez-Ortiz y Bermudez-Rattoni, 2012; Besheer,
Jensen y Bevins, 1999); sin embargo, no se ha logrado llegar a una conclusién clara
acerca de la relacidn entre las estructuras y los neurotransmisores. Esta
investigacion se enfoco en el estudio de las dos estructuras que investigaciones
anteriores han concluido como importantes: el hipocampo y la corteza perirrinal
(Brown y Aggleton, 2001; Smith, Wixted y Squire, 2011). En particular estudiamos
el papel del sistema dopaminérgico, ya que estudios previos muestran que este
neurotransmisor se encuentra estrechamente relacionado con la memoria de

reconocimiento (Besheer y otros, 1999; De Lima y otros, 2011).

2.1.2 Estructuras cerebrales implicadas en el reconocimiento de objetos

Una de las maneras en que los cientificos han podido explorar y describir la memoria
han sido los efectos amnésicos de lobectomias temporales que constituyen una
prueba solida de la necesidad de las estructuras del I6bulo temporal medial para la

formacion de recuerdos declarativos (Milner, 2005).

Como se menciond anteriormente, muchos estudios han concluido que las
principales estructuras involucradas en el reconocimiento de objetos son el
hipocampo y la corteza perirrinal (Balderas y otros, 2008; Barker y Warburton, 2011;
Bethus, Tse y Morris, 2010; Brown y Aggleton, 2001; Buffalo y otros, 2006; Mumby,
Gaskin, Glenn, Schramek y Lehman 2002; Smith, Wixted y Squire, 2011; Song y
otros, 2011; Squire y otros, 2007) por lo cual, el presente trabajo se enfoca en estas
dos estructuras.
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El hipocampo es una estructura subcortical localizada en el I6bulo temporal medial
y forma parte del sistema limbico. Dentro del hipocampo se pueden distinguir dos
regiones: Giro dentado: conformado en su mayoria por células granulares, Cuerno
de Amon: formado por neuronas piramidales. Incluye las regiones CA1, CA2y CA3

(Brown y Aggleton, 2001; Buffalo y otros, 2006) (figura 2).

Las principales vias por las que recibe informacién el hipocampo son:

e De la corteza entorrinal a través de la via perforante formando proyecciones
corticohipocampales mediante aferencias glutamatérgicas que se distribuyen
en mayor medida en el giro dentado y en el cuerno de Amon (Broadbent,
Squire y Clark, 2004).

e Elsistema de la fimbria-férnix que proveé al giro dentado y al cuerno de Amon
de inervaciones principalmente dopaminérgicas, noradrenérgicas,
adrenérgicas y colinérgicas precedentes del septum y los nucleos de la

formacion reticular (Broadbent y otros, 2004).

La corteza perirrinal es una estructura subcortical situada en el |6bulo temporal
medial (figura 3). Recibe informacién sensorial procesada de todas las regiones
sensoriales y juega un papel importante en la memoria de reconocimiento (Bear y
otros, 2008). Esta rodeada por las cortezas parahipocampal y entorrinal. Se han
descrito aferencias hacia la corteza orbitofrontal y prefrontal medial, asi como a
diversas estructuras subcorticales como los ganglios basales, el talamo, el cerebro
medio y la amigdala. Asi mismo, tiene conexiones directas con la regién CA1 del

hipocampo (Bear y otros, 2008) (figura 2).
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Figura 2: En la imagen se observan las principales estructuras del
hipocampo del cerebro de rata (modificado de Neuroscience News,
2014).

Con el objeto de analizar las estructuras de almacenamiento de los distintos tipos
de memoria, Broadbent y otros (2004) examinaron la relacién entre el tamano de
una lesién del hipocampo con la memoria espacial (memoria del entorno en el que
se encuentra el sujeto) y la memoria de reconocimiento de objetos en ratas. La
memoria espacial fue afectada después de lesiones bilaterales del hipocampo
dorsal que abarcaban del 30 al 50% del volumen total. Por el contrario, el
reconocimiento de objetos solo se afecté después de las lesiones que abarcaban
75-100% del volumen del hipocampo (Broadbent y otros, 2004). En resumen, las
lesiones del hipocampo que abarcaban del 30 al 50% del total del volumen del
hipocampo deterioraron el rendimiento de la memoria espacial pero no afectaron la

16



memoria de reconocimiento de objetos (Broadbent y otros, 2004). Estos hallazgos
muestran que el hipocampo estd mas relacionado con el funcionamiento de la
memoria espacial que con el funcionamiento de la memoria de reconocimiento

(Broadbent y otros, 2004).

Para demostrar el papel de la corteza perirrinal en la memoria de reconocimiento,
Winters y Bussey (2005) realizaron una serie de experimentos en los que inactivaron
transitoriamente la corteza perirrinal mediante infusiones directas de lidocaina en
diferentes momentos (inmediatamente, 20, 40, 60 y 80 minutos después de la
muestra). En comparacién con el rendimiento de los ensayos de los animales
control, la memoria de reconocimiento de objetos de las ratas disminuyd
significativamente cuando la lidocaina fue inyectada imediatamente y 20 minutos

después.

/\ ‘..f

Corteza

Corteza prefrontal
perirrinal

medial

Hipocampo

Corteza
entorrinal

Figura 3: Esquema que representa la localizacion de la corteza perirrinal
en el cerebro de rata (Modificado de University of Bistrol, 2014).
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Las lesiones especificas del sistema nervioso permiten estudiar como las
estructuras cerebrales estan involucradas en la memoria, sin embargo, no nos
brindan informacion acerca de los neurotransmisores involucrados en la tarea. En
este caso, las lesiones en corteza perirrinal e hipocampo nos permiten saber que la
corteza perirrinal desarrolla un papel importante en la familiaridad y el hipocampo
en el recuerdo; sin embargo, no nos manifiestan informacién acerca de los
neurotransmisores involucrados. Neurotransmisores como el glutamato y la
acetilcolina han sido ampliamente restudiados y relacionados con la memoria
(Balderas y otros, 2012; Berman, Hazvi, Rosenblum, Seger, y Dudai, 1998;
Guzman-Ramos y otros, 2010); sin embargo, estudios recientes muestran que la
dopamina juega un papel importante en la memoria de reconocimiento de objetos
(De Limay otros, 2011; Guzman-Ramos y otros, 2012; Xing, Guo , Meng, Wei, y Li,

2012; Da Silva, Kohler, Radiske, y Cammarota, 2012; De Lima y otros, 2011).

2.2 DOPAMINA

La dopamina es el neurotransmisor catecolaminérgico mas importante del sistema
nervioso central (SNC) de los mamiferos y participa en la regulacion de diversas
funciones como la conducta motora, la emotividad y la afectividad. En el SNC de la
rata existe un numero importante de células dopaminérgicas, de 15,000 a 20,000
en una de las mitades del mesencéfalo, regidon donde se encuentran los grupos mas

importantes de ellas (Bahena-Trujillo, Flores y Arias-Montafio, 2000).
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2.2.1 Vias Dopaminérgicas

El sistema dopaminérgico se subdivide en cuatro sistemas en el SNC: 1.
Nigroestriado. Se origina en la sustancia negra y termina en los nucleos basales 2.
Mesolimbico. Sus vias van del area tegmental ventral y se proyectan al nucleo
accumbens y amigdala. 3. Mesocortical. Su via también se origina en el area
tegmental ventral y se proyecta hacia la corteza cerebral. 4. Tuberohipofisario.

(Escobar, Pérez, Ramirez y Sansores, 2007).

En las terminales dopaminérgicas el neurotransmisor es sintetizado en el citoplasma
de donde puede ser liberado directamente al espacio sinaptico o bien ser
transportada al interior de las vesiculas sinapticas, para ser liberada por exocitosis

(Bahena-Trujillo y otros, 2000).

La accion de la dopamina sobre las células blanco depende del tipo de receptor
presente en ellas. Con base en sus caracteristicas moleculares se han identificado
cinco tipos de receptores dopaminérgicos, todos ellos acoplados a proteinas G y
divididos en dos familias farmacologicas denominadas D1 y D2, todos los
receptores dopaminérgicos poseen siete dominios transmembranales (Beaulieu y

Gainetdinov, 2011).

2.2.2 Familia D1

La familia D1 esta conformada por dos subtipos, denominados D1 y D5. El subtipo
D1 es el receptor dopaminérgico mas abundante en el SNC (Missale, Russel,
Robinson, Jaber y Caron, 1998). La activacion de los receptores D1 conduce a la

activaciéon de proteinas G con la consecuente produccién del segundo mensajero
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AMPc por estimulacion de una o varias isoformas de la enzima adenililato ciclasa,
localizada en la membrana celular (Cooper, Bloom y Roth, 1996).

Niveles altos del receptor se encuentran en el tuberculo olfatorio, el neoestriado, el
nucleo accumbens, la amigdala, el nucleo subtalamico, la substancia negra vy el
cerebelo. Niveles moderados han sido detectados en la corteza cerebral (frontal,
entorrinal y el cingulo), el talamo y el globo palido. Los receptores D1 son escasos
en la formacion hipocampal, la regidn septal, el hipotalamo, el area tegmental ventral

y el coliculo inferior (Bahena-Truijillo, Flores, & Arias-Montafio, 2000).

2.2.3 Familia D2

La familia D2 esta conformada por 3 subtipos de receptores denominados D2, D3 y
D4 (Kandel, 2001). Los subtipos pertenecientes a la familia D2 inhiben la formacion
de AMPc, activan canales de potasio y reducen la entrada de iones de calcio a
través de canales dependientes de la diferencia de potencial, efectos mediados
también por proteina G. El receptor D2 ha sido detectado en alta densidad en el
neoestriado, el tubérculo olfatorio, la capa molecular de la formacién hipocampal, el
nucleo accumbens, las islas de Calleja y el area tegmental ventral. Se encuentra
también en moderadas cantidades en la sustancia negra reticulada, y la sustancia
negra compacta (donde es expresado por las neuronas dopaminérgicas como
autorreceptor somatodendritico), la corteza cerebral (regiones prefrontal, entorrinal
y cingulo), el globo palido, la amigdala, el tdlamo y el hipotalamo. La presencia del
receptor D3 se ha estudiado mediante la determinacion del RNAm, con niveles
elevados en la region septal, los nucleos geniculados medial y lateral del talamo, el
nucleo mamilar medial del hipotalamo y en las células de Purkinje del cerebelo. El
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RNAmM correspondiente al receptor D4 se encuentra presente en alta densidad en
la corteza frontal, el bulbo olfatorio, la amigdala, el meséncefalo y la retina.
Densidades intermedias se observan en el neoestriado, mientras que densidades
bajas 0 apenas detectables han sido reportadas en el hipotalamo y en el hipocampo

(Bahena-Truijillo, Flores, & Arias-Montafio, 2000).

2.3 DOPAMINA Y MEMORIA

Existen varios reportes acerca del papel que desempefia la dopamina en la memoria
a largo plazo (Bethus y otros, 2010; EI-Ghundi, Fletcher y Drago, 1999; Granado, y
otros, 2008; Hotte, Naudon y Jay, 2005; Huang y Kandel, 1995; Jay, 2003; Nagai, y
otros, 2007; De Lima, y otros, 2011). Huang y Kandel (1995) concluyeron, después
de realizar varios experimentos, que los agonistas de los receptores D1 inducen una
potenciacion postsinaptica excitadora lenta en la region CA1 del hipocampo que
dura menos de 6 horas. Los agonistas del receptor D2 no inducen dicha
potenciacion. Estos resultados sugieren que el receptor D1 esta implicado en la
cascada de senalizacion que lleva a la sintesis de nuevas proteinas, que es un
importante componente de potenciacion a largo plazo (LTP) en el hipocampo region
CA1, ya sea como un componente auxiliar o como un mediador que contribuye
directamente a la fase tardia. Esto provee evidencia clara de que la fase tardia de
LTP puede estar modulada, al menos en una parte, por los receptores

dopaminérgicos D1.

Estudios previos en nuestro laboratorio aun no publicados muestran que al inyectar

antagonistas dopaminérgicos D1 en hipocampo y en corteza perirrinal la memoria
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de los animales no presenta alguna diferencia con respecto a las inyectadas con
solucion salina al hacer la prueba de corto plazo (90 minutos después de la fase de
muestra). Sin embargo, las ratas inyectadas con el antagonista del receptor D1 en
la corteza perirrinal, mostraron un déficit significativo en la memoria comparadas
con las ratas control en la prueba a largo plazo (24 horas después de la fase de

muestra), mientras que en el hipocampo no se observé ninguna diferencia.

2.3.1 Dopamina y reconocimiento de objetos

De Lima y otros (2011) realizaron un estudio en el cual llevaron a cabo dos
experimentos: en el primero administraron distintas dosis de SKF38393 (1.0, 5.0, 10
mg/kg), un agonista selectivo del receptor D1; o de solucion vehiculo, todo esto
intraperitonealmente. Se observaron los siguientes efectos en la formacion de la
memoria de reconocimiento de objetos en ratas: el SKF38393 produjo un aumento
en el indice de reconocimiento de objetos (anteriormente expuesto) cuando la
memoria fue medida 24 y 72 horas después del entrenamiento con las dosis de 5
y 10 mg/Kg (figura 4). Con el objetivo de identificar los receptores dopaminérgicos
que actuan en la memoria de reconocimiento de objetos De Lima y otros (2011), en
dos  grupos independientes, antes  del entrenamiento inyectaron
intraperitonealmente distintas dosis de solucion vehiculo, o SCH23390 (0.1 y 0.05
mg/kg) que es un antagonista de los receptores D1; o raclopride (0.5 y 0.1 mg/kg)
que es un antagonista del receptor D2, seguida de una inyeccién de solucién
vehiculo o de apomorfina (0.05 mg/kg), que es un agonista dopaminérgico no
selectivo; inmediatamente después del entrenamiento. La apomorfina produjo un
aumento en el indice de reconocimiento de objetos en presencia del antagonista del
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receptor D2, no asi en presencia del antagonista del receptor D1; un efecto

probablemente mediado por la activacion selectiva del receptor D1 (figura 5).

Al hacer las inyecciones intraperitonealmente el farmaco tiene difusion en varias
estructuras del sistema nervioso no especificas, por lo que el estudio De Lima y
otros (2011) ayudd a determinar que la dopamina y especificamente los receptores
D1 participan en la formacion de la memoria de reconocimiento de objetos; sin

embargo, no arrojan datos de en qué estructuras se esta llevando a cabo el proceso.

Guzman-Ramos y otros (2012) realizaron una investigacion para evaluar, mediante
microdialisis in vivo, la dopamina cortical y del hipocampo durante la fase de
muestra de la memoria de reconocimiento de objetos, asi como para relacionar los
cambios extracelulares con el rendimiento de la memoria 24 horas después.
Descubrieron que la exposicién a los objetos nuevos durante la fase de muestra de
la tarea de reconocimiento de objetos aumenta los niveles de dopamina en la
corteza insular lo que sugiere que la transmision dopaminérgica en la corteza insular
esta influenciada por la novedad del estimulo presentado; mientras que en el

hipocampo dorsal no se encontraron resultados significativos.
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Figura 4: Efectos de la administracion post-entrenamiento del agonista del
receptor de dopamina D1 SKF38393 (SKF) en la consolidacion memoria
de reconocimiento. (A) Prueba 24-h después de la fase de muestra; (B)
Prueba 72-h después de la muestra. Las diferencias entre el grupo
inyectado con solucion vehiculo frente a otros grupos estan indicadas: * p
<0.05y **p <0.01 (Traducido de De Lima y otros, 2011).
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Figura 5: Efectos de la administracion preentrenamiento de solucion
vehiculo, el antagonista del receptor D1 SCH23390 (SCH; A), o el
antagonista del receptor D2 raclopride (RAC; B), seguido por una
inyeccion sistémica después del entrenamiento de solucién vehiculo o
de la apomorfina, agonista no selectivo del receptor de dopamina. La
prueba de retencion se llevé a cabo 24 horas después del entrenamiento.
Las diferencias entre grupos se indican como * p <0.05 (Modificado De
Lima y otros, 2011).
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3 JUSTIFICACION

Se ha propuesto que la corteza perirrinal y el hipocampo son dos estructuras
involucradas en el reconocimiento de objetos; y que un antagonista de los
receptores D1 bloquea la memoria de reconocimiento cuando se inyecta en la
corteza perirrinal. Sin embargo, no se ha estudiado si el sistema dopaminérgico
modula bidireccionalmente la consolidacion de la memoria de reconocimiento. Por

lo que nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

¢, Se puede aumentar el indice de reconocimiento de objetos en la memoria de corto
y/o largo plazo a través de un agonista de los receptores D1 de la corteza perirrinal

o el hipocampo?

4 OBJETIVO

Determinar si el SKF38393, un agonista de los receptores D1 mejora la memoria de
reconocimiento de objetos a corto y/o largo plazo, mediante microinyeccion en

hipocampo y corteza perirrinal.

5 HIPOTESIS

Si el agonista D1 SKF38393 es inyectado en la corteza perirrinal, el indice de
reconocimiento de objetos de la memoria a largo plazo incrementara

diferencialmente, no asi cuando sea inyectado en el hipocampo.
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Si el agonista D1 SKF38393 se inyecta en la corteza perirrinal o en el hipocampo y
la prueba de memoria se hace a corto plazo, no se alterara diferencialmente el

indice de reconocimiento de objetos.

6 MATERIALES Y METODOS

6.1 SUJETOS

80 ratas adultas de la cepa Wistar provenientes del Bioterio del Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM, con un peso entre 280 y 300 gramos al inicio del
experimento. Los animales se mantuvieron en cajas individuales de acrilico a
temperatura constante (22-23°C) y con un ciclo de luz oscuridad 12/12 horas. Los
animales tuvieron acceso libre al agua y alimento. Todos los protocolos

conductuales se llevaron a cabo durante la fase de luz.

6.2 CIRUGIA Y MICRO-INYECCION

Las ratas se anestesiaron via intraperitoneal con una mezcla de ketamina y xilacina
(22/2.6 mg/kg); bajo los efectos de la anestesia se les implantaron dos canulas
bilaterales de 12 mm en la corteza perirrinal (PER) (posterior 3, lateral 6.5, ventral
5) y en el hipocampo (HIP) de 9 mm (posterior 3.6, lateral £3.0, ventral 2.3) con
respecto a Bregma (Paxinos y Watson, 1998) mediante los procedimientos
esterotaxicos convencionales; las canulas se fijaron mediante dos tornillos y acrilico
dental. Las canulas guia se colocaron 2 mm arriba de la corteza perirrinal y 1 mm
arriba del hipocampo para evitar lesiones; dentro de las canulas se introdujeron

mandriles para prevenir que las canulas se taparan. Finalmente, a las ratas se les
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aplicé penicilina como antibiotico con el objetivo de prevenir posibles infecciones. El

tiempo de recuperacioén posterior a la cirugia fue de doce dias.

Para la inyeccion se retiraron los mandriles y se introdujo un inyector de calibre 30G
conectado a través una tuberia de polietileno a una microjeringa impulsada por
una bomba de microinfusidon (Cole Parmer Instruments). Las microinyecciones se
hicieron durante un minuto y los inyectores se dejaron un minuto adicional para
permitir la difusion completa del farmaco. El volumen inyectado fue de 1uL por
hemisferio (Berman y Dudai, 2001). Las ratas fueron manipuladas durante los cinco
dias anteriores a las infusiones con el objeto de minimizar el estrés asociado con la

microinyeccion.

6.3 FARMACOS

Se utilizo el agonista selectivo a receptores D1, (x)-SKF-38393 (SKF38393) (Sigma,
St. Louis, MO, USA), el farmaco se disolvio con DMSO (dimetil sulfoxido) y se diluyd
hasta la concentracion utilizada (12.5ug por lado) con 0.1% de DMSO en solucion
salina 0.9% (pH 7.2). La solucion vehiculo (VEH) fue la solucién salina con la misma
concentracion de DMSO, estas dosis se basaron en un reporte previo (Rossato,

Bevilaqua, Izquierdo, Medina y Cammarota, 2009).

6.4 APARATOS

En el cuarto donde se llevo a cabo el experimento se controld la temperatura a 21°C,
se ilumind con luz tenue, y fue ambientado con ruido blanco. Los experimentos se
llevaron a cabo en cuatro cajas de madera pintadas de gris; de 40cm x 40cm x 60cm

de alto y con el piso cubierto por aserrin. Los objetos de exploracion fueron focos
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de vidrio blanco (6 cm de diametro y 11 cm de longitud) y frascos de vidrio
transparentes (5.5 cm de diametro y 5 cm de altura). Los objetos se fijaron con velcro
al piso en la parte trasera de la caja, a 10 cm de la pared para prevenir que las ratas
los movieran. Para eliminar claves olfatorias los objetos se limpiaron con etanol al

70% y el aserrin se removio después de cada ensayo.

6.5 PROCEDIMIENTOS CONDUCTUALES

Después de las cirugias, se dejo descansar a los animales durante doce dias,
estuvieron en el vivarium sin ningun tipo de manipulaciéon y para evitar que posibles
condiciones de estrés pudieran afectar el rendimiento en la tarea o la consolidacién
de la misma, en cada sesién los animales se trasportaron del vivarium al cuarto
experimental dos horas antes del inicio de cada sesion y se dejaron en el cuarto dos
horas mas al finalizar cada sesién. Los cinco dias consecutivos a los doce de
descanso, los animales fueron manipulados por un minuto e inmediatamente
después introducidos en las cajas sin ningun tipo de objeto durante tres minutos
(figura 6). En la fase de muestra las ratas se introdujeron en las cajas viendo hacia
la pared opuesta de donde se encontraban los dos objetos idénticos y se les permitié
explorarlos libremente durante 3 minutos. Resultados previos de la presente tesis
muestran que con 3 minutos de fase de muestra (figura 7), el recuerdo no dura a
largo plazo, por lo que este protocolo nos sera util para ver las mejorias en la
memoria evaluada a los 90 minutos (memoria de corto plazo) o a las 24 horas

(memoria de largo plazo).

Para la prueba de memoria, a las ratas se les permitié explorar libremente una copia
del objeto presentado anteriormente y al mismo tiempo un objeto nuevo por un
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minuto [se ha reportado que la discriminacién para el objeto novedoso es mas

evidente durante el primer minuto (Dix y Aggleton, 1999; Mumby y otros, 2002;

Winters y Bussey, 2005)].

12 dias de 5 dias de 10 minutos 90 minutos 6
| descanso | habituacion | | 24 horas |
| I } ] ]
Cirugia Inyeccion Muestra Prueba

estereotaxica

Figura 6: Linea del tiempo que explica los intervalos entre los distintos
procedimientos llevados a cabo en la inyeccién de los farmacos en la
orteza perirrinal y en el hipocampo en prueba de la memoria a corto y
largo plazo.

a) Fase de muestra Prueba de memoria

LA

Fase de muestra 3 min

c) Fase de muestra Prueba de memoria

a largo plazo

(3 min) a corto plazo (3 min)
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Figura 7: La figura muestra los resultados de la prueba de memoria con
tres minutos de exploracion en la fase de muestra. Objeto familiar (A),
objeto novedoso (B). (a) Esquema que representa el protocolo
conductual a corto plazo. (b) Grupo de prueba de memoria a corto plazo.
(c) Esquema que representa el protocolo conductual a largo plazo. (d)
Grupo de prueba de memoria a largo plazo. **p<0.01 vs indice de
reconocimiento (IR) = 0.5.
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Las inyecciones de la solucién vehiculo o SKF38393 para la prueba de memoria
tanto a largo como a corto plazo se realizaron 10 minutos antes de la fase de

muestra (figura 6) basados en reporte previo (Hotte y otros, 2005).

Los grupos de prueba de memoria a corto plazo fueron: PER-VEH (n=9), PER-SKF
(n=8), HIP-VEH (n=6), HIP-SKF (n=7). Los grupos de prueba de memoria a largo
plazo fueron: PER-VEH (n=9), PER-SKF(n=10), HIP-VEH(n=7), HIP-SKF(n=7)

(figura 8).
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Figura 8: La figura muestra los diferentes grupos en los que se llevo a

cabo el experimento.



6.6 HISTOLOGIA

Al final de los experimentos a los animales se les administré una sobredosis de
pentobarbital sédico y se perfundieron con solucion salina 0.9%. Los cerebros
fueron retirados y almacenados a 4° C en solucién de formaldehido al 4% y se
transfirieron a continuacién a 30% de sacarosa hasta que se hundieron. Se tifieron
secciones del cerebro de 40 mm de espesor con violeta de cresilo y se examinaron
por microscopia de luz. Todos los animales incluidos en el analisis tenian las puntas
de los inyectores en la regidon cerebral de interés [corteza perirrinal: -3.14 a -
3.60mm; hipocampo: -3.60 a -3.80mm con respecto a bregma (figura 9) (Paxinos y

Watson, 1998)].
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Figura 9: a) Representacion esquemética de la colocacion de las puntas
del inyector en corteza perirrinal (-3,14 a -3,60 mm con respecto a
bregma). b) Sitios de infusién en el hipocampo dorsal, la colocacion de
las puntas del inyector (-3,60 a -3,80 mm con respecto al bregma).
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6.7 ANALISIS DE DATOS

Las comparaciones entre los grupos se realizaron con la media + SE de los indices
de reconocimiento, un indice de reconocimiento (IR) igual a 0.5 significa que no
existe preferencia por alguno de los objetos mientras que un indice mayor de 0.5
representa preferencia por ese objeto. Se utilizé una prueba t de una muestra para
determinar si los indices de reconocimiento fueron significativamente diferentes de
una media hipotética que fue 0.5 (el nivel de "azar", es decir, sin preferencia entre
los objetos). Se utilizé una prueba t no pareada para evaluar si el farmaco infundido
fue significativamente diferente de su grupo inyectado con solucion vehiculo. Un
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias (farmaco x area del cerebro) fue utilizada

para la fase de prueba. Se considero significativo un valor de p <0.05.

7 RESULTADOS

Los grupos inyectados en la corteza perirrinal (PER) o en el hipocampo (HIP)
pasaron una cantidad similar de tiempo explorando cada uno de los dos objetos
iguales en la fase de muestra (véanse las figuras 10b, ¢ para MCP y las figuras 11D,
c para MLP). Una prueba t de una muestra no indicé que los animales tuvieran
preferencia por algun objeto en ninguno de los grupos en los que se midio la
memoria a corto plazo: PER-VEH (P = 0.88), PER-SKF (P = 0.17), HIP-VEH (P =
0.37) y el HIP-SKF (P = 0.52), y para los grupos de memoria a largo plazo: PER -

VEH (P = 0.37) , PER-SKF (P = 0.53), HIP-VEH (P = 0.82) y HIP-SKF (P = 0.23).

En la prueba de memoria a corto plazo (90 min) todos los grupos con infusion de

solucion vehiculo o de SKF38393 tanto en la corteza perirrinal como en el
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hipocampo las ratas exploraron mas el objeto novedoso. La prueba t de una muestra
mostro que la preferencia por el objeto novedoso era diferente del nivel de azar en
todos los grupos [PER-VEH (P < 0.0005), PER-SKF (P < 0.003 ), HIP-VEH (P <
0.009), HIP- SKF (P < 0.002); véanse las figs. 6b, c, fase de prueba]. Un ANOVA de
dos vias no revel6 efectos significativos de los farmacos [F1,26) = 0.005, P = 0.94],
de la estructura [F1,26) = 0.50, P = 0.48] o de la interaccién farmaco estructura [F(1,26)

=2.1, P = 0.16] (figura 10).

En la prueba de largo plazo (24 h), las ratas infundidas en la corteza perirrinal o en
el hipocampo con solucién vehiculo no mostraron preferencia significativa por el
objeto novedoso (véanse las figs. 7b, c fase de prueba), el SKF38393 infundido en
el hipocampo no afecto a la discriminacion entre los objetos familiares y novedosos
(Fig. 7c, fase de prueba). Sin embargo, las infusiones SKF38393 en la corteza
perrinal incrementaron la preferencia de las ratas por el objeto novedoso (fig. 7b,
fase de prueba). Un ANOVA de dos vias reveld un efecto significativo de la
estructura [F (1,29) = 8.6, P = 0.006], ningun efecto significativo de los farmacos [P =
0.56], pero si un efecto significativo de la interaccion farmaco-estrucutura [F (1,29) =
4.62 , P < 0.04]. La prueba post hoc de Fisher revel6 que el grupo infundido con
SKF38393 en la corteza perirrinal fue diferente de los otros grupos (p < 0.05). Una
prueba t de una muestra revel6 que la preferencia por los objetos novedosos no fue
diferente del nivel de azar en ninguno los grupos PER-VEH (P = 0.44), HIP-VEH (P
=0.96), HIP-SKF (P = 0.20), excepto cuando el SKF38393 se infundio en la corteza

perirrinal (PER-SKF: P < 0.002). Estos resultados indican que el agonista del
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receptor D1 SKF38393 infundido en la corteza perirrinal, pero no en el hipocampo
mejora la consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos (figura 11).
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Figura 10: La figura muestra los resultados de la inyeccién del agonista
al receptor D1 SKF38393 (SKF) y solucion vehiculo (VEH) en corteza
perirrinal y el hipocampo con la prueba de memoria a corto plazo. (a)
Esquema que representa el protocolo conductual. (b) Grupo con
inyeccion en corteza perirrinal (c) Grupo con inyeccion en el hipocampo.
**p<0.01 vs IR = 0.5.
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Figura 11: La figura muestra el efecto de la inyeccion del agonista al receptor

D1 SKF38393 (SKF) y la solucién vehiculo (VEH) en corteza perirrinal y en el
hipocampo durante la prueba de memoria a largo plazo. (a) Esquema que
representa el protocolo conductual. (b) Grupo con inyeccion en corteza
perirrinal (c) Grupo con inyeccion en el hipocampo. *p<0.01 vs IR = 0.5.
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8 DISCUSION

La presente tesis tuvo por objetivo determinar si el agonista de los receptores D1
es capaz de mejorar la memoria de reconocimiento de objetos a corto y largo plazo
en un protocolo de poco tiempo de muestra todo esto mediante microinyeccidon en
hipocampo y corteza perirrinal, con pruebas conductuales llevadas a cabo noventa

minutos o veinticuatro horas después.

De los resultados obtenidos en esta investigacion, se debe resaltar que el unico
grupo que se diferencié de los demas fue el inyectado en corteza perirrinal con el
agonista dopaminérgico SKF38393, el cual mostrd un indice de exploracion mayor
cuando se probo a largo plazo. Mientras que los otros grupos, probados tanto a
corto como a largo plazo, no mostraron efecto alguno de la inyeccion de farmaco

con respecto al grupo control inyectado con solucion vehiculo.

La dopamina es un neurotransmisor ampliamente involucrado en una variedad de
funciones cerebrales, incluyendo el movimiento voluntario, adicciones, motivacién
y atencion (Cooper, Klipec, Fowler y Ozkan, 2006; Schultz, 2010). También se ha
descrito como importante el papel de la dopamina en la formacién de la memoria
(Lisman, Grace y Duzel, 2011). Se ha sugerido que los receptores D1/D5 podrian
modular la plasticidad neuronal y los mecanismos que permiten el almacenamiento

de la memoria (Lisman y otros, 2011).

Los estudios con ratones knockout para los receptores D1 sugieren que estos
receptores contribuyen de manera importante a la formacion de la memoria

(Besheer y otros, 1999; da Silva y otros, 2012; Xing y otros, 2012). Esto resulta
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congruente con los resultados obtenidos en el presente estudio. Al no tener
receptores D1, los ratones tienen déficits en la consolidacién de la memoria. En los
resultados de la tesis, al inyectar el agonista D1 en la corteza perirrinal, el indice de
reconocimiento aumento significativamente cuando la memoria fue probada a largo

plazo en comparacion con la inyeccion en hipocampo y con los grupos control.

Siguiendo con la linea de investigacién de los receptores D1 y la memoria de
reconocimiento, De Lima y otros, (2011) mostraron que las inyecciones
intraperitoneales del agonista del receptor D1 SKF38393 en una dosis de 5 mg/kg
producen una mejora de la memoria de reconocimiento de objetos cuando se
prueba 24 y 72 h después de la fase de muestra. Por el contrario, las inyecciones
sistémicas de quinpirol, agonista de receptores D2 en dos dosis (1 mg/kg y 5 mg/kg)
no afecta a la memoria (De Lima, y otros, 2011). Los estudios con inyecciones
intraperitoneales de agonistas y antagonistas dopaminérgicos nos dan un primer e
importante enfoque de la funcion del receptor D1 en la consolidacion de la memoria
de reconocimiento (De Lima, y otros, 2011; Hotte y otros, 2005); sin embargo, en
estos estudios no se puede determinar de qué areas especificas del cerebro
depende este proceso. El presente estudio explica concretamente que la estructura
que esta involucrada en la consolidacién de la memoria a través de la actividad del
receptor de dopamina D1 es la corteza perirrinal. Se encontré6 que la corteza
perirrinal y el hipocampo dorsal tienen una participacién diferencial en la
consolidacion de la familiaridad del objeto, los resultados indican que es necesaria
la actividad del receptor D1 en la corteza perirrinal para la consolidacion de la

memoria de reconocimiento, mientras que la actividad de dicho receptor en el
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hipocampo dorsal no lo es. El agonista del receptor de dopamina D1 SKF38343
infundido en la corteza perirrinal mejora la consolidacion de la memoria de
reconocimiento de objetos en un protocolo en el que una fase de muestra corta no
es suficiente para generar la memoria a largo plazo en los animales control. La
mejora de la memoria es consistente con la idea de que los cambios en la fuerza
sinaptica subyacente a la memoria podrian ser promovidos por la dopamina

(Lisman y otros, 2011).

Por otra parte, se sabe que la estimulacion del receptor D1 insuficiente o excesiva
podria afectar las funciones cognoscitivas (Jay, 2003). En el presente estudio, se
utilizé una dosis del agonista SKF38393 que mejora la consolidacion de la memoria,
(Fiorenza, Rosa, Izquierdo y Myskiw, 2012). Dado que los estudios anteriores han
demostrado que existe una importante liberacién de dopamina en la corteza insular
durante la experiencia de la novedad de sabor y objetos (Guzman-Ramos y otros,
2010; Guzman-Ramos y otros, 2012). Ya que no se encontré que la memoria a
corto plazo o el tiempo total de exploracion se vieran afectadas en ningun grupo, la
dosis y el tiempo de la infusidn fueron utiles para revelar el papel de los receptores

de dopamina D1 en la consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos.

Cabe mencionar que otros estudios han demostrado que la actividad de los
receptores D1 (pero no D2) esta involucrada en los eventos finales de la fase de
potenciacion a largo plazo (LTP) relacionados con la consolidacién de la memoria,
lo que sugiere que la actividad del receptor D1 puede estar implicada en la fase
tardia de la sintesis de proteinas, uno de los principales componente de la LTP
(Huang y Kandel, 1995) esto resulta congruente con los resultados obtenidos a
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largo plazo cuando el agonista fue inyectado en la corteza perirrinal, el papel de los

receptores D1 es en la memoria a largo plazo.

Los receptores de dopamina de la familia D1 se encuentran exclusivamente
postsinapticamente (Beaulieu y Gainetdinov, 2011), y se ha sugerido una estrecha
relacion entre la actividad de los receptores D1 y la fosforilacion de ERK, cinasa
regulada por sefiales extracelulares (Runyan y Dash, 2004; Valjent, Corvol, Pages,
Besson y Maldonad, 2000). La exposicion a los objetos nuevos en ratones induce
la hiperfosforilacién de ERK en la corteza (Kamei y otros, 2006), por lo tanto, se ha
demostrado que la inhibicién de ERK interrumpe la memoria de largo pero no la de
corto plazo ya sea espacial o de sabor (Berman y otros, 1998; Blum, Moore, Adams
y Dash, 1999), y que la activacién de ERK modula el factor de transcripcion Elk-1
en la corteza insular de ratas que fueron expuestas a un estimulo novedoso
(Berman y otros, 1998). Es posible que la dopamina active la via de sefalizacion
intracelular de ERK, lo que podria ser un posible mecanismo para la sintesis de
nuevas proteinas que se requiere para que se produzca la consolidacion de la

memoria (Guzman-Ramos y Bermudez-Rattoni, 2012).

Futuras investigaciones deberan orientarse a explicar que otros neurotransmisores
estan involucrados en la memoria de reconocimiento de objetos y mediante qué
receptores. También es importante que futuros trabajos determinen si el papel de
la dopamina es exclusivo en la memoria de reconocimiento de objetos o involucra

otros tipos de memoria.
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9 CONCLUSION

Los resultados indican que la activacion del receptor dopaminérgico D1 por el
agonista SKF38393 en la corteza perirrinal o en el hipocampo no modifican la
memoria de reconocimiento de objetos en intervalos de tiempo cortos (90 minutos)

pero si en la corteza perirrinal en intervalos de tiempo largos (24 horas).
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