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ABREVIATURAS 

  

BDNF Factor Neurotrófico Derivado del Cerebro 

BLA Amígdala basolateral 

CAS Condicionamiento aversivo al sabor 

EC Estímulo condicionado 

EI Estímulo incondicionado 

HDAC Desacetilasa de histona 

HDACi Inhibidor (es) de las desacetilasas de histona 

IC Corteza insular 

LTM Memoria de largo plazo 

LTP Potenciación a largo plazo 

LTD Depresión a largo plazo 

ORM Memoria de reconocimiento de objetos 

RC Respuesta condicionada 

RI Respuesta incondicionada 

STM Memoria de corto plazo 

TH Tirosina Hidroxilasa 
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RESUMEN 

Efecto de la inhibición de la desacetilasa de histona sobre la memoria de 
largo plazo 

El aprendizaje y la memoria son procesos conjuntos para la adquisición, 
almacenamiento y recuperación de la información por el sistema nervioso central. El 
establecimiento de la memoria de largo plazo es conocido como consolidación, y en 
este proceso es de suma importancia la síntesis de proteínas como consecuencia de 
los cambios plásticos que suceden por estimulación del ambiente facilitando la 
comunicación celular. En diversos estados fisiológicos y patológicos existen 
alteraciones cognitivas que muchas veces son producto de las deficiencias en la 
consolidación de la memoria. Una etapa fisiológica en la que ocurren estas 
modificaciones es en el envejecimiento. El envejecimiento es un proceso irreversible 
que afecta de manera heterogénea a las células del cuerpo ocasionando alteraciones 
morfológicas y funcionales. La característica general del envejecimiento sobre el 
sistema nervioso es el deterioro gradual de las funciones cognitivas consecuencia de 
deficiencias en la función sináptica de regiones cerebrales importantes para la 
formación de la memoria. 

La regulación epigenética incluyendo la acetilación de histonas, que es 
ocasionada por la comunicación neuronal a través de la neurotransmisión 
principalmente de tipo excitatoria, juega un papel importante en la consolidación de la 
memoria. Se ha observado que en el envejecimiento existe incremento en la actividad 
de las desacetilasas de histona que se traduce en una disminución en la expresión 
génica, hecho que está relacionado a las deficiencias cognitivas observadas en esta 
etapa fisiológica. Reportes de investigación muestran que el empleo de inhibidores 
inespecíficos de las desacetilasas de histona potencian la consolidación de la 
memoria en tareas dependientes de hipocampo y además evitan las alteraciones 
relacionadas al envejecimiento. A pesar de esto, poco se sabe sobre la participación 
de desacetilasas de histona específicas en el aprendizaje y la memoria, así como el 
efecto de la inhibición en estructuras diferentes a hipocampo, como lo es la corteza. 

En el presente proyecto se evaluó el efecto de la inhibición de la HDAC1 
mediante la microinyección del inhibidor MS-275 en la corteza insular en animales 
jóvenes (2-3 m) y viejos (15-16 m) y en dos tareas de memoria dependientes de esta 
estructura cerebral: memorias gustativa y de reconocimiento de objetos. 

Los resultados fueron sorprendentes, pues al parecer existen efectos 
diferenciales de la HDAC1 dependientes de la edad, en el establecimiento de la 
memoria. Es decir, el bloqueo de esta enzima en animales jóvenes evita la formación 
de la memoria, mientras que en animales viejos ocurre el evento opuesto, una mejora 
en las capacidades de formación de las memorias analizadas con respecto a sus 
controles. Parte de los resultados conductuales obtenidos fueron inesperados, 
además de que el único tiempo elegido para la determinación de activación génica 
(Th, Bdnf) no permitió la correlación con la conducta, por lo que el análisis temporal 
ayudaría a resolver la verdadera participación de estos productos génicos en la 
consolidación de la memoria. 
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Efecto de inhibición de la desacetilasa de histona sobre 
la memoria de largo plazo 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Aprendizaje y memoria. 
El aprendizaje y la memoria son el medio de adaptación de los seres vivos 

a las modificaciones del ambiente, por ello se relacionan a la evolución. Se define 

al aprendizaje como la adquisición de nueva información, mientras que la 

memoria es la retención, manipulación y recuperación de la información adquirida 

(Kandel y Pittenger, 1999; Morgado, 2005). 

La memoria puede clasificarse de acuerdo a la duración en memoria de 

corto y de largo plazo. La memoria de corto plazo (STM, short-term memory) es 

la retención de la información durante un tiempo breve y se basa en cambios 

efímeros, eléctricos o moleculares de las redes neuronales implicadas que, 

dependiendo al estímulo, pueden generar cambios persistentes y llevar a un 

proceso denominado consolidación de la memoria que se evidencia por la 

síntesis de nuevas proteínas y cambios estructurales. El objetivo de la 

consolidación es establecer la memoria de largo plazo (LTM, long-term memory) 

basada en cambios persistentes, por ejemplo la formación de nuevas espinas 

dendríticas, aumento en el número de vesículas o de terminales presinápticas 

(Kandel y Pittenger, 1999; Morgado, 2005). 

A través de los estudios, se ha clasificado a la memoria en explícita e 

implícita. La memoria explícita puede ser subdividida en episódica 

(autobiográfica o eventos) y semántica (hechos). La memoria explícita se puede 

formar a través de uno o pocos ensayos y las áreas cerebrales relacionadas al 

dominio de este tipo de memoria son estructuras del lóbulo temporal, entre las que 

destacan el hipocampo y la corteza. Para la memoria implícita participan 

diferentes áreas cerebrales como el estriado dorsal (hábitos), el estriado ventral y 

el núcleo accumbens (condicionamiento operante), el cerebelo (habilidades 

motoras) y la amígdala (memoria de emociones); áreas que a pesar de tener una 

mayor participación, no son las únicas que intervienen en los procesos 

mencionados. La sub-clasificación de la memoria implícita  es asociativa y no 
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asociativa. En la memoria no asociativa, el sujeto aprende sobre las propiedades 

de un solo estímulo, ocurriendo una habituación cuando se reconoce al estímulo 

como inocuo; o sensibilización si el estímulo es aversivo o atenta contra la 

integridad del sujeto, incrementándose la respuesta defensiva o de escape hacia 

el estímulo presentado (Bermúdez-Rattoni y Prado-Alcalá, 2008; Kandel y 

Pittenger, 1999; Morgado, 2005). 

 La memoria asociativa se genera cuando el sujeto aprende la relación 

entre dos estímulos o entre un comportamiento y un estímulo. Este tipo de 

memoria tiene el potencial de crear asociaciones casi infinitas (Cardinal et al, 

2002). En esta clasificación se encuentra el condicionamiento operante o 

instrumental, que se basa en la relación entre un comportamiento y un estímulo de 

recompensa o castigo. También se ubica el condicionamiento clásico o 

Pavloviano, denominado así en honor a Iván Pavlov quien lo descubrió y describió 

(Kandel y Pittenger, 1999). 

El condicionamiento clásico tiene como característica la presentación de 

dos estímulos, uno denominado estímulo condicionado o neutro (EC) que 

produce una respuesta considerada irrelevante; el segundo es el estímulo 
incondicionado (EI) biológicamente relevante y genera una respuesta 
incondicionada (RI). En el condicionamiento se presentan ambos estímulos, 

produciéndose una asociación, como resultado cuando se presenta sólo el EC se 

genera una respuesta, considerada refleja, que se denomina respuesta 
condicionada (RC); (Bermúdez-Rattoni y Prado-Alcalá, 2008; Cardinal et al., 

2002; Kandel y Pittenger, 1999; Morgado, 2005). 

En el condicionamiento clásico se forman memorias de tipo causa-efecto, 

surgidos de la asociación del EC con el EI, de tal forma que al presentar al EC, 

éste predice al EI, teniendo alto valor adaptativo. Si se considera la situación 

donde el EC no predice al EI, se induce a los sistemas de memoria a “deshacer” la 

asociación ya establecida por medio de la extinción, la cual no debe ser 

confundida con el olvido. De acuerdo a experimentos, la extinción parece ser un 

nuevo trazo de memoria que “compite” con la memoria original para ser expresada 

y se genera como respuesta a una nueva contingencia; es decir, una vez 
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condicionado al sujeto experimental, si se le presenta repetidamente el EC y este 

no es seguido del EI, se genera extinción: 

Condicionamiento (aprendizaje): EC+ + EI+  RI -  - - - - - - - EC  RC 

   Extinción (re-aprendizaje): EC+ + EI–  RC - - - - - - - - EC  nueva RC 

 Donde “+” es presente y “–” es ausente. Esto indica que durante la extinción 

el sujeto aprende que el EI ya no ocurre después del EC 

 Los procesos de aprendizaje y memoria se han relacionado a componentes 

celulares y moleculares, los cuales se describirán brevemente. 

 

1.2 Mecanismos moleculares y celulares del aprendizaje y la 
memoria. 

La comunicación entre neuronas se modifica en respuesta a la frecuencia e 

intensidad; esta propiedad se denomina plasticidad sináptica (Bermúdez-Rattoni 

y Prado-Alcalá, 2008). El mecanismo propuesto para la memoria de corto plazo se 

basa en cambios de tipo covalente que optimizan la comunicación neuronal, al 

mantenerse esta situación se genera consolidación de la memoria. Por estudios 

eléctricos se sabe que si una neurona es estimulada a altas frecuencias se genera 

potenciación a largo plazo (long term potentiation, LTP), esta LTP se relaciona con 

el aprendizaje, mientras que el mantenimiento de la LTP a la formación de la 

memoria que requiere la síntesis de proteínas, entre las que se incluyen 

receptores celulares y proteínas de citoesqueleto. El modelo propuesto para la 

formación de la memoria se ilustra en la figura 1.1. La alteración de alguno de 

estos puntos del proceso modifica los procesos del aprendizaje y la memoria 

(Barco et al., 2006). 
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 Estudios posteriores mostraron que lo ocurrido en núcleo es aún más 

complejo de lo que se creía, ya que se observó que a este nivel existen diferentes 

modificaciones sobre la cromatina. 

  

 
Figura 1.1. Comunicación neuronal y plasticidad. Se han identificado 11 puntos para la 
formación de la memoria. 1) Liberación de neurotransmisor y fortalecimiento de comunicación 
(memoria de corto plazo); 2) equilibrio entre cinasas y fosfatasas; 3) transporte retrógrado de la 
información de la sinapsis al núcleo; 4) activación de factores de transcripción, modificación de 
cromatina y expresión de genes; 5) generación de productos de la activación; 6) llegada a la 
sinapsis de productos génicos; 7) síntesis local de proteínas en sinapsis activas; 8) formación y 
crecimiento de nuevas sinapsis; 9) activación de sinapsis silenciosas preexistentes y 10) 
mecanismos de perpetuación y persistencia de la memoria. Ca2+/calmodulina proteína cinasa II 
(CaMKII); Proteína cinasa activada por mitógeno (MAPK); Proteína cinasa A (PKA). (Modificado 
de Barco et al., 2006). 
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1.3 Modificaciones sobre la cromatina debidas al aprendizaje y la 
memoria 

La epigenética es definida como los cambios heredados por mitosis o 

meiosis en la funcionalidad de un gen que no pueden ser explicados por cambios 

en la secuencia del DNA. Una definición más amplia propone que la epigenética 

es la adaptación estructural de regiones cromosómicas para registrar, señalar o 

perpetuar estados de actividad alterados (Bird, 2007). 

Las modificaciones epigenéticas pueden dividirse en tres grandes grupos 

que tienen relación entre ellos: 1) metilación del DNA, 2) modificaciones 

covalentes de histonas y 3) RNA no codificantes. Éstas han sido relacionadas a 

diversos estados fisiológicos y patológicos. 

En el núcleo, el DNA está empaquetado formando cromatina, las unidades 

repetidas son los nucleosomas, que consisten en DNA que envuelve al octámero 

de histonas (2 copias de cada una de las siguientes: H2A, H2B, H3 y H4). Una de 

las modificaciones que ha llamado la atención es la acetilación de histonas, 

proceso relacionado a la activación de genes. La acetilación de histonas está 

catalizada por las acetiltransferasas de histona (HATs) que utilizan acetil-CoA 

como donador de grupos acetilo. Esta acetilación ocasiona un cambio en las 

cargas, produciéndose cargas negativas en las histonas, con lo que se repelen 

con el DNA, ocasionando así la apertura de la cromatina y por ende favoreciendo 

la unión de los factores de transcripción y promoviendo así la transcripción, figura 
1.2. Las enzimas que remueven o eliminan los grupos acetilo de las histonas son 

las desacetilasas de histona (HDAC) que pueden ser clasificadas en dos grandes 

grupos: 1) zinc dependientes y 2) NAD dependientes. Las HDAC se agrupan por la 

homología en secuencia en clase I (HDAC1-3 y 8), clase II (HDAC4-7, 9 y 10), 

clase III (Sirtuinas 1-7), clase IV (HDAC11); siendo las clases I, II y IV zinc 

dependientes, mientras que las de clase III son NAD dependientes (Baltan et al., 

2011; Choi y Howe, 2009). 

Los estudios dirigidos a analizar las vías de señalización asociadas a la 

memoria muestran que uno de los principales puentes entre la información 

recibida en la sinapsis y la respuesta nuclear es por la actividad de MAPK, 
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concretamente debidas a la activación de cinasas reguladas por señales 

extracelulares (ERK) que a su vez activa a las cinasas de serina-treonina o a la 

proteína cinasa activada por estrés o mitógeno (RSK2/MSK), las cuales a nivel 

nuclear ocasionarán la activación de factores de transcripción como el elemento 

de unión de respuesta a AMPc (CREB) y Elk1. La activación de estos factores de 

transcripción ocasiona el reclutamiento de HATs (como CBP y p300) que acetilan 

histonas y por lo tanto relajan la cromatina. Una enzima importante en la 

regulación del proceso es la fosfatasa de MAPK 3 (MKP-3) cuyo blanco es ERK 

desactivándolo y regulando así la activación génica. Otro factor importante en la 

regulación es la actividad que tienen las HDACs sobre las regiones amino-

terminales de las histonas, cuya finalidad es favorecer la compactación de la 

cromatina, figura 1.2 (Day y Sweat, 2011). 

De esta manera, la regulación fina del proceso dinámico acetilación-

desacetilación de histonas es importante en el aprendizaje y la memoria, hecho 

que es necesario para la expresión génica asociada a la consolidación de la 

memoria (Beldjoud et al., 2015; Levenson et al., 2004; Swank y Sweatt, 2001). 

Un factor, además de los previamente descritos, que contribuye al proceso 

del aprendizaje y la memoria es la presencia de factores de crecimiento 

(Beckinschtein et al., 2008; Wetzell et al., 2015), los cuales regulan diversos 

procesos celulares. En seguida se describen brevemente las características de 

uno de los factores neurotróficos más importantes, el factor neurotrófico derivado 

del cerebro. 
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1.4 Factor Neurotrófico Derivado del Cerebro (BDNF). 
Los factores de crecimiento son proteínas que regulan varios aspectos de  

la función celular en que se incluyen la superviviencia, proliferación, migración y 

diferenciación. En el sistema nervioso, los factores de crecimiento son referidos 

como factores neurotróficos, entre los que se encuentra el factor de crecimiento 

derivado del cerebro (Brain Derived Neurotrophic Factor, BDNF; Friedman, 2012). 

El gen de Bdnf se localiza en el cromosoma 2 en el ratón (en el humano en 

el cromosoma 11) codifica para la generación de 11 isoformas de mRNA (I, IIA,IIB, 

IIC, III, IV, V, VI, VII, VIII, IXA) y se encuentra distribuido de manera importante en 

 
Figura 1.2. Equilibrio de acetilación-desacetilación de histonas. Las modificaciones a nivel 
nuclear llegan a través de la activación de ERK, que a su vez activa a RSK2 o a MSK, éstos a 
su vez activan a los factores de transcripción CREB o Elk-1, los cuales reclutan a HATs como 
CBP o p300 que añaden grupos acetilo a las regiones amino-terminales de las histonas, este 
evento tiene como consecuencia la descompactación de la cromatina y el favorecimiento de la 
expresión génica. La regulación de esta vía de señalización es mediada por MKP-3, fosfatasa 
cuyo blanco es ERK que al desfosforilarlo disminuye esta señal. El proceso de desacetilación 
es realizado por el reclutamiento y activación de HDACs que ocasionan compactación de la 
cromatina y con ello silenciamiento génico (modificado de Day y Sweat, 2011). 
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el sistema nervioso central, entre otras estructuras se encuentra en regiones 

importantes para la memoria: hipocampo y corteza (Aid et al., 2007). 

El BDNF es una proteína no glicosilada de 119 aa, sin embargo este deriva 

de la proteólisis (por furina o plasmina) de un polipéptido aún mayor, el proBDNF 

de 247 aa (en Andero et al., 2014; Barker, 2009). 

La importancia del BDNF en el sistema nervioso es debida a su 

participación en la modulación del crecimiento y ramificación axonal y dendrítico, 

mantenimiento de la sinapsis, en la neurotransmisión y la plasticidad sináptica, 

regulando así la función y viabilidad neuronal (en Andero et al., 2014; Gorski et al., 

2003). 

 La participación del BDNF en el aprendizaje y la memoria ha sido 

demostrada en diversos trabajos, los cuales concluyen que el desequilibrio de este 

factor ocasiona alteraciones en el aprendizaje y la memoria; es decir el bloqueo o 

deficiencia, así como el exceso de BDNF afectan al sistema de manera negativa 

(Bekinschtein et al., 2008; Cunha et al., 2009; Papaleo et al., 2011). 

 En diversos modelos de aprendizaje y memoria, que se describirán más 

adelante, se ha observado que el BDNF incrementa su expresión posterior a la 

adquisición de dicho aprendizaje, así también se ha mostrado la importancia de 

este factor durante el proceso de extinción en diversas estructuras cerebrales, 

además que es importante para la estabilización de la memoria (Castillo et al., 

2006; Ma et al., 2011; Mizuno et al., 2000; Rodríguez-Serrano et al., 2014; Xi et 

al., 2014). El comportamiento de este factor neurotrófico lo hace uno de los 

mejores candidatos asociados a los procesos complejos del aprendizaje y la 

memoria. 

 El análisis  de la memoria ha podido realizarse gracias a diferentes 

estrategias experimentales que permiten observar el cambio en el comportamiento 

de los animales. A continuación se describirán brevemente los modelos 

conductuales que se emplearon en el presente proyecto. 
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1.5 Modelos conductuales para el análisis de la memoria. 
Los estudios del aprendizaje y la memoria han permitido conocer aspectos 

variados de estos procesos; esto ha sido posible por el desarrollo de modelos 

conductuales. 

 Condicionamiento Aversivo al Sabor (CAS). Este modelo, también 

denominado aversión condicionada al sabor (conditioned taste aversión, CTA), 

permite al sujeto adaptarse al medio para evitar sustancias tóxicas y sobrevivir. 

Los animales aprenden a preferir alimentos con efectos positivos post-ingesta y 

evitar aquellos con efectos negativos post-ingesta (Yamamoto y Ueji, 2011). 

Cuando un estímulo gustativo (EC) es novedoso para el sujeto, éste es cauteloso 

y tiene poca ingesta del EC; a este evento se le denomina neofobia. La 

información gustativa se almacena hasta realizar una asociación con un valor 

hedónico. Las sustancias tóxicas (EI, v.g. LiCl) pueden producir malestar 

gastrointestinal (RI), asociándose al EC y con ello adquiere un valor hedónico 

negativo. De esta manera, cuando se vuelve a presentar el sabor, ocurre 

disminución en su ingesta, entendiéndose como aversión (RC), figura 1.3. Esta 

forma de aprendizaje es el denominado “efecto García”, CAS o CTA (Bermúdez-

Rattoni, 2004; Reilly y Bornovalova, 2005, Yamamoto y Ueji, 2011). Las 

estructuras cerebrales que participan en esta memoria son numerosas pero dos 

que han sido ampliamente estudiadas son la amígdala basolateral (BLA) y la 

corteza insular (IC; Bermúdez-Rattoni, 2004). 

 En estudios electrofisiológicos se muestra que la inducción de LTP de la vía 

BLA-IC antes del condicionamiento afecta el CAS, de tal forma que ocasiona 

retraso en el proceso de extinción (Escobar y Bermúdez-Rattoni, 2000), de 

manera inversa el CAS evita la generación de LTP en la vía BLA-IC (Rodríguez-

Durán et al., 2011); todo esto sugiere que la comunicación entre estas dos áreas 

cerebrales es específica y juega un papel importante en la consolidación del CAS. 
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 Memoria de reconocimiento de objetos (object recognition memory, 
ORM). Esta tarea se ha descrito como la habilidad de conocer algo previamente 

experimentado (un estímulo o todo un acontecimiento). Este tipo de memoria tiene 

al menos dos componentes: uno es la discriminación de la familiaridad del 

estímulo y el otro es la parte contextual (espacial o temporal). Una parte 

importante de este modelo conductual es la novedad, que es entendida como la 

alteración de lo esperado que está basado en la información previa. Este modelo 

conductual aprovecha el comportamiento exploratorio innato del roedor, además 

que no requiere de manipulaciones externas, reforzadores o castigos, 

simplemente se necesita de una habituación previa que puede realizarse en un 

periodo relativamente corto (Antunes and Biala 2012; en Balderas et al., 2015).  

 Este modelo conductual consiste de tres fases: habituación, familiarización 

y prueba. En la primera fase se busca que el animal se habitúe a la caja ya que un 

contexto novedoso genera estrés, además la habituación favorecerá la exploración 

del animal hacia los objetos disminuyendo drásticamente la exploración del 

contexto. En la etapa de familiarización o adquisición se le presentan al sujeto 

 
Figura 1.3. Aprendizaje gustativo como modelo de evaluación cognitiva. El aprendizaje 
gustativo emplea la presentación (A) de un alimento novedoso como estímulo condicionado 
(EC) y un agente tóxico como estímulo incondicionado (EI) que genera malestar como 
respuesta incondicionada (RI). En el condicionamiento, ambos estímulos se asocian (B), 
observándose sólo la RI. En la evaluación de la memoria de largo plazo (C) únicamente se 
presenta el EC y se observa aversión como respuesta condicionada (RC). En la extinción se 
presenta nuevamente el EC y paulatinamente decrece la RC hasta observar una nueva RC que 
es aceptación (E). (A partir de la descripción textual de Bermúdez-Rattoni, 2004; Reilly y 
Bornovalova, 2005; Yamamoto y Ueji, 2011; adaptado según el esquema de Cardinal et al., 
2002). 
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experimental dos objetos idénticos (A + A) para que los explore, esperando que el 

tiempo de exploración de cada objeto sea aproximadamente el mismo. En la fase 

de prueba o evaluación de la memoria se mantiene uno de los objetos previos y se 

le presenta un objeto nuevo (A + B) en la posición que ocupaba el anterior, de esta 

manera el animal que haya aprendido explorará durante más tiempo al objeto 

novedoso (Antunes y Biala, 2012). 

En este tipo de memoria participan diferentes estructuras del lóbulo 

temporal, pero principalmente destaca la corteza perirrinal y la IC, figura 1.4 

(Balderas et al., 2008). Un reporte reciente sugiere que la actividad de BLA 

modifica la activación de la IC para mejorar la consolidación de la memoria de 

reconocimiento, lo cual nuevamente evidencia la importancia de la comunicación 

entre BLA y IC (Beldjoud et al., 2015). 

 
 Estos modelos conductuales han permitido evaluar cómo están afectados el 

aprendizaje y la memoria en diversos estados fisiológicos o patológicos. Una 

etapa ampliamente estudiada en la que se observan alteraciones en la memoria 

es el envejecimiento. 

 

 

 

 
Figura 1.4. Participación de estructuras cerebrales en la memoria de reconocimiento. 
Posterior a la etapa de familiarización se inhibió la síntesis de proteínas en corteza perirrinal 
(PRH) o corteza insular (IC). Cuando se evaluó la memoria de largo plazo se observó que los 
sujetos experimentales no son capaces de reconocer al objeto novedoso. Esto no ocurre al 
bloquear la síntesis proteica en otras áreas cerebrales del lóbulo temporal. Vehículo (VEH), 
Anisomicina (ANI). (Tomado y modificado de Balderas et al. 2008). 
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1.6 Envejecimiento. 
El envejecimiento es una etapa fisiológica considerada como un fenómeno 

emergente debido al incremento en la esperanza de vida de los individuos. Se 

trata de un proceso irreversible que afecta de forma heterogénea a las células que 

conforman a los seres vivos, las cuales con el paso del tiempo se ven sometidas a 

un deterioro progresivo morfofuncional, debido a fallos en la homeostasis y 

acumulación de daño que puede conducirlas a la muerte. (Peinado et al., 2000; 

Rattan, 2004). 

 Durante el envejecimiento, en el cerebro ocurren cambios como la 

disminución del tamaño neuronal en regiones como el hipocampo y la corteza, 

también hay reducción de espinas dendríticas asociadas al incremento en la 

inflamación y generación de estrés oxidativo; estos cambios se han observado en 

diferentes especies animales incluido el hombre (Burke y Barnes, 2006; De 

Brabander et al., 1998; Dickstein et al., 2013; Duan et al., 2003; Richwine et al., 

2008). Estas modificaciones en la morfología neuronal indican alteraciones en la 

eficiencia de la comunicación entre las neuronas, lo cual es evidente cuando se 

realizan análisis electrofisiológicos de LTP. En animales envejecidos existe 

disminución en la LTP comparado con animales jóvenes, lo cual se asocia 

directamente a las modificaciones morfológicas, figura 1.5 (McGahon et al., 1999; 

Moore et al., 1993). 

Aunado a las modificaciones morfológicas y eléctricas se han observado 

alteraciones en los sistemas de neurotransmisión, por ejemplo la disminución de 

marcadores catecolaminérgicos como la expresión de tirosina hidroxilasa en el 

cerebro medio (Dickerson et al., 2009) e incluso reducción en los 

neurotransmisores como la dopamina y noradrenalina en diferentes regiones en 

donde se incluye la corteza cerebral, figura 1.6 (Arivazhagan y Panneerselvam, 

2002). 
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Figura 1.5. Cambios morfológicos y eléctricos debidos al envejecimiento. En A se 
presentan neuronas representativas de la corteza cerebral de humano, mostrando una 
disminución evidente en la arborización dendrítica en sujetos envejecidos. En B se observa 
disminución en la densidad de espinas dendríticas de neuronas corticales de ratas envejecidas. 
En C se muestra una disminución en el mantenimiento de LTP del grupo envejecido (A tomado 
y modificado de Brabander et al., 1998; B Duan et al., 2003 citado en Dickstein et al., 2007; C 
tomado y modificado de Moore et al., 1993). 

 
Figura 1.6. Disminución de marcadores de neurotransmisión asociados al 
envejecimiento. A) Los niveles de la enzima Tirosina Hidroxilasa (TH) se encuentran 
disminuidos en la zona ventral del mesencéfalo de ratas envejecidas. B) Los niveles de 
catecolaminas están disminuidos en animales viejos en diversas zonas cerebrales (A tomado y 
modificado de Dickerson et al., 2009; B tomado y modificado de Arivazhagan y Panneerselvam, 
2002). 
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Existe controversia respecto a los niveles de BDNF en el cerebro ya que 

algunas investigaciones no muestran diferencia en animales envejecidos, mientras 

que otras muestran disminución significativa en los niveles de esta neurotrofina, un 

comportamiento similar es mostrado por el receptor de alta afinidad (TrkB; 

Cattelan et al., 2015; Silhol et al., 2005, 2007). 

Todos estos cambios pueden ser los responsables de las deficiencias 

observadas en la conducta, ya que animales envejecidos presentan alteración en 

la memoria de reconocimiento, así como la memoria de miedo comparado con 

animales jóvenes, figura 1.7 (Bennett et al., 2006; Burke et al., 2010; Peleg et al., 

2010). Si se analizan estos resultados en conjunto indican que los sistemas 

asociados a estos dos grandes tipos de memoria (implícita –miedo condicionado- 

y explícita –reconocimiento-) están afectados, bloqueando el adecuado 

establecimiento de la memoria. 

 

 
 

Los estudios para paliar las deficiencias asociadas al envejecimiento han 

sido variadas, se ha realizado análisis del incremento ligero de estrés (choque 

térmico, radiación, metales pesados, pro-oxidantes, alcoholes, cámaras 

 
Figura 1.7. Alteraciones cognitivas debidas al envejecimiento. A) Existen deficiencias en la 
memoria de reconocimiento de animales envejecidos, mostrado como una disminución en el 
índice de reconocimiento del objeto novedoso. Se evaluó memoria de corto plazo (15 min  y 2 
h) y memoria de largo plazo (24 h). B) Deficiencias en la memoria de miedo en animales 
envejecidos. Se evidencia por la disminución en el porcentaje de congelamiento evaluado a las 
24 h post-entrenamiento. (A tomada y modificada de Burke et al., 2010; B tomada y modificada 
de Peleg et al., 2010). 
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hiperbáricas, ejercicio y restricción calórica), tratamientos hormonales, medios 

enriquecidos (Bennet et al., 2006; Patel, 2012; en Rattan, 2004) entre muchos 

otros, mostrando mejora sobre el envejecimiento. 

En estas aproximaciones también se han evaluado fármacos que afectan el 

estado de la cromatina, concretamente se han empleado inhibidores de las 

desacetilasas de histona (HDACi), que presentan efectos semejantes a los de 

medios enriquecidos (Patel, 2012). 

 

 
1.7 Inhibidores de las desacetilasas de histona y mejora 

cognitiva. 
Durante el proceso de aprendizaje ocurren modificaciones a nivel nuclear 

para la expresión adecuada de proteínas asociadas al mantenimiento de la 

memoria, se ha observado que existen modificaciones en los niveles de 

acetilación de histonas debidas al aprendizaje (Dagnas and Mons, 2013; Peleg et 

al., 2010). En el envejecimiento se han reportado incrementos importantes en la 

actividad de las HDACs lo cual repercute en la memoria de animales envejecidos, 

figura 1.8A (Dos Santos et al., 2013). 

Este incremento en la actividad de las HDACs tiene sus consecuencias 

naturales, ya que en animales viejos se ha observado que posterior a un 

aprendizaje existe reducción en la acetilación de histonas, hecho que se relaciona 

con deficiencias en la memoria, figura 1.8B (Peleg et al., 2010). Por ello se ha 

propuesto que el empleo de inhibidores de las desacetilasas de histona (HDACi) 

mejora las deficiencias cognitivas de animales envejecidos. 

 



Efecto de la inhibición de la desacetilasa de histona 
sobre la memoria de largo plazo 

 16 

 
En diversas conductas animales se ha mostrado que el empleo de HDACi 

inespecíficos mejora la memoria (Hawk et al., 2011; Núñez-Jaramillo et al., 2014; 

Peleg et al., 2010; Reolon et al., 2011). A pesar de esto, poco se ha analizado el 

efecto de la inhibición de HDACs de manera específica, pero se ha mostrado que 

la inhibición de la HDAC1 en el hipocampo genera una memoria de miedo mucho 

más estable (Bahari-Javan et al., 2012), por otro lado la inhibición de esta enzima 

en condiciones semejantes en la misma estructura cerebral produce mejora en la 

memoria de localización, figura 1.9 (Hawk et al., 2011). 

A pesar de estas evidencias, poco se ha estudiado en cuanto a las 

modificaciones sobre las enzimas que participan en la síntesis de 

neurotransmisores. Se ha reportado que la activación del promotor del gen de 

tirosina hidroxilasa se incrementa ante la presencia de HDACi (Kim et al., 2003) y 

que esta activación está asociada además a la presencia de un estímulo 

despolarizante (Akiba et al., 2010). 

Se ha observado que los HDACi también modifican la transcripción del 

mRNA de bdnf incrementándolo, lo que podría estar relacionado a la mejora de los 

 
Figura 1.8. Modificaciones en la actividad de HDACs asociadas al envejecimiento. A) En 
la evaluación de la actividad global de las HDACs en regiones importantes asociadas a la 
memoria, se observó que en animales envejecidos existe incremento en la actividad 
enzimática. B) Posterior al aprendizaje de miedo, se sacrificaron sujetos experimentales a 
diferentes tiempos y se observó disminución a los 60 min en los niveles de acetilación en 
H4K12 –lisina 12 de la histona 4- en animales envejecidos (A tomada y modificada de Dos 
Santos et al., 2013; B tomada y modificada de Peleg et al., 2010). 
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procesos cognitivos así como sobre la comunicación neuronal (Intlekofer et al., 

2013; Koppel y Timmusk, 2013). 

 

 
 

Estudios electrofisiológicos muestran que los HDACi, como el butirato de 

sodio o la tricostatina A, son capaces de mejorar el mantenimiento de la LTP en el 

hipocampo (Levenson et al., 2004; Vecsey et al., 2007). Estudios 

electrofisiológicos de colaboración del grupo de trabajo muestran que la inhibición 

de la HDAC1 en la vía BLA-IC tiene efectos positivos sobre la inducción de LTP 

tanto en animales jóvenes como en animales viejos, figura 1.10. 

 
Figura 1.9. La inhibición de HDAC1 estabiliza la memoria. A) Se evaluó la memoria de 
miedo condicionado, después de cada ensayo se inyectó el inhibidor de la HDAC1 (flechas) en 
el hipocampo y se observó un retraso en la extinción de esta memoria. B) Se analizó la 
inhibición de la HDAC1 en hipocampo posterior al aprendizaje en el modelo de localización de 
objeto, mostrándose incremento en el reconocimiento del objeto movido (A tomada y 
modificada de Bahari-Javan et al., 2012; B tomada y modificada de Hawk et al., 2011). 
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Figura 1.10. Efecto de la inhibición de HDAC1 sobre la inducción de LTP en el animal 
anestesiado. En A se muestran los sitios de localización de los electrodos (estimulación en 
BLA; registro en IC); a través del electrodo de registro se infundió el MS-275 1.5 h antes de la 
estimulación de alta frecuencia (HFS). En B se observa que el MS-275 genera una ligera 
inducción de LTP en animales jóvenes. En C se presentan dos eventos interesantes; por un 
lado el grupo viejo vehículo no induce LTP, al contrario parece generar LTD, esto es evitado por 
la inyección del MS-275 en la IC, ya que el grupo viejo MS-275 puede generar LTP de manera 
semejante a los animales jóvenes (Datos obtenidos de estudios en colaboración con el 
laboratorio de la Dra. Martha Lilia Escobar Rodríguez). 
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2. JUSTIFICACIÓN 

En el envejecimiento, el cerebro muestra diversas alteraciones, una de ellas 

es la disminución de LTP que puede ser asociada con el decremento en la 

expresión de tirosina hidroxilasa y factores neurotróficos como el BDNF, éstos a 

su vez pueden ser consecuencia del incremento en la actividad de desacetilasas 

de histona (HDAC) y estas modificaciones repercuten directamente en los 

procesos de memoria (Arivazhagan et al., 2002; Cattelan et al., 2015; Dickerson et 

al., 2009; Dos Santos et al., 2013; McGahon et al., 1999; Moore et al., 1993; Peleg 

et al., 2010; Silhol et al., 2005, 2007). Por otro lado, estudios indican que el 

empleo de inhibidores inespecíficos de las desacetilasas de histona (HDACi) 

mejoran la memoria dependiente de hipocampo en sujetos experimentales jóvenes 

(Levenson et al., 2004; Stefanko et al., 2009), además se ha demostrado que la 

inyección intrahipocampal de los HDACi mejora el aprendizaje en modelos de 

animales envejecidos (Bahari-Javan et al., 2012; Peleg et al., 2010). Evidencias 

preliminares en el grupo de trabajo muestran que el empleo del inhibidor 

específico de la HDAC1 en animales viejos mejora la generación y el 

mantenimiento de LTP, sin embargo es necesaria la ampliación de estos estudios 

para lograr entender la relación que existe entre los efectos a nivel conductual y 

los procesos moleculares, específicamente la expresión de Bdnf y Th, debido a 

que estudios in vitro ya han mostrado que los HDACi son capaces de favorecer la 

expresión del mRNA de Bdnf (Intlekofer et al., 2013; Koppel y Timmusk, 2013) y 

de Th (Akiba et al., 2010; Kim et al., 2003). 

Por todo lo anterior se propuso evaluar las modificaciones en una tarea 

conductual relacionada a la vía BLA-IC, como el condicionamiento aversivo al 

sabor (CAS) y corroborar el efecto sobre la memoria en una prueba conductual 

asociada a la IC, como la memoria de reconocimiento de objetos (ORM), así 

mismo se determinaron las modificaciones en la expresión de Bdnf y de Th. 
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3. HIPÓTESIS 

La inhibición de la desacetilasa de histona ocasiona incremento en la expresión de 

Bdnf y de Th, de esta manera se favorece el establecimiento de la memoria 

gustativa y de reconocimiento en ratones viejos y jóvenes. 

 

 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general: 
Determinar las modificaciones en la memoria gustativa y de reconocimiento así 

como en la expresión de Bdnf y Th ante la inhibición de la desacetilasa de histona 

en ratones jóvenes y viejos. 

 

4.2 Objetivos particulares: 
Ante la inhibición de la HDAC en ratones jóvenes y viejos: 

 Evaluar las modificaciones en la memoria gustativa. 

 Evaluar las modificaciones en la memoria de reconocimiento. 

 Determinar la transcripción de Tirosina Hidroxilasa. 

 Determinar la transcripción del Factor Neurotrófico Derivado del Cerebro. 
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5. DIAGRAMAS DE TRABAJO 

 
 
 
 

 
  

 
Figura 5.1. Diagrama de trabajo para el análisis conductual. La descripción detallada se 
encuentra en la sección 6. Materiales y métodos, subsecciones 6.1-6.4. 

 
Figura 5.2. Diagrama de trabajo para el análisis de expresión génica. La descripción 
detallada está en la sección 6. Materiales y métodos, subsecciones 6.7 - 6.11. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Sujetos experimentales. 
Se emplearon ratones macho de la cepa B6129SF2/J jóvenes (2-3 m) y 

viejos (15-16 m) al momento de la cirugía, provenientes del Bioterio del Instituto de 

Fisiología Celular de la Universidad Nacional Autónoma de México. Los ratones se 

mantuvieron en jaulas individuales de acrílico transparente, con libre acceso a 

agua y alimento (hasta el momento de iniciar la evaluación conductual de CAS, a 

partir de la cual se sometieron a restricción de agua), a una temperatura entre 18° 

y 26° C, con un ±50% de humedad y un ciclo de luz oscuridad de 12 h cada uno. 

Los protocolos de conducta se realizaron durante la fase de luz. Todos los 

procedimientos de mantenimiento, cirugía y disección estuvieron sujetos a los 

protocolos aprobados por los comités nacionales según la NOM-062-ZOO-1999 

(SAGARPA, 2001) sobre el manejo y uso de animales de laboratorio. 

6.2 Cirugía estereotáxica. 
Las coordenadas para la colocación de cánulas se eligieron con base al 

atlas de referencia Allen (Dong, 2008). La cirugía se llevó a cabo bajo anestesia 

inhalada (isofluorano 1.25–2.0 %; ViP 3000 Matrx). Una vez anestesiado el animal 

se colocó en un aparato estereotáxico con adaptador para ratón (Stoelting Co. 

Wood Dale) y se implantaron cánulas guía de acero inoxidable (8 mm; Small 

Parts) de manera bilateral en la corteza insular (IC) en las coordenadas AP: +1.4 

mm; ML: ±3.3 mm; DV: -3.0 mm. 

6.3 Evaluación conductual: Condicionamiento Aversivo al Sabor 
(CAS). 

El CAS es un modelo de aprendizaje condicionado, en el cual el sujeto debe 

aprender a relacionar un sabor novedoso (EC) con un malestar gástrico (EI); así al 

presentar nuevamente el EC, el sujeto evita consumir la bebida con el sabor 

novedoso (EC; Bermúdez-Rattoni, 2004). 

Soluciones empleadas. Solución vehículo (Veh). Se preparó la solución vehículo 

de DMSO 28% (Sigma, D-8779) en Solución Salina Isotónica (SSI; PiSA). 
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Entinostat (MS-275). Se preparó la solución de MS-275 (Sigma, EPS002) a una 

concentración de 10.9 mM en DMSO, antes de usarse se diluyó a una 

concentración final de  3 mM con SSI. La concentración de DMSO resultante fue 

de 28%. 

CAS fuerte: Sacarina 0.3%; LiCl 127 mg/kg (0.4 M; 7.5 ml/kg). 

CAS débil: Sacarina 0.1%; LiCl 47.6 mg/kg (0.15 M, 7.5 ml/kg). 

Sacarina. Se realizó con sacarina grado analítico (Sigma, S1002) disuelta en agua 

purificada. 

Cloruro de litio (LiCl). Se preparó a partir de la sal grado analítico (Baker, 2374-01) 

con agua desionizada. 

Procedimiento. Posterior a la recuperación de la cirugía, se inició la restricción de 

agua presentándose líquidos en dos periodos de acuerdo al siguiente esquema: el 

primer periodo fue entre 10 y 12 h, durante 20 min; el segundo periodo entre 18 y 

19 h, durante 10 min, este último para evitar deshidratación de los animales. 

Durante 5 días se realizó la habituación con el fin de estabilizar los 

consumos basales; se le presentaron al animal dos bebederos de agua purificada 

durante 20 min. El día 6 se infundió 0.5 μl de la solución vehículo (grupo Veh) o 

0.5 μl de la solución de entinostat (grupo MS-275) en cada hemisferio cerebral a 

una velocidad de 0.25 μl/min, al finalizar la inyección se esperaron 3 minutos de 

difusión. Una hora después se realizó la adquisición del condicionamiento; se le 

presentaron al sujeto dos bebederos de sacarina (0.3% para CAS fuerte o 0.1% 

para CAS débil) durante 20 min al cabo de los cuales se esperaron 10 min y se 

administró por vía intraperitoneal (i.p.) LiCl (127 mg/kg par CAS fuerte o 47.6 

mg/kg para CAS débil). 

El día 7 (24 h después de la adquisición) se le presentaron al animal dos 

bebederos uno de sacarina (0.3% o 0.1%) y otro con agua purificada para evaluar 

la memoria de largo plazo (LTM). De los días 8 al 10, nuevamente se realizaron 

evaluaciones para la extinción del CAS (E1, E2 y E3) presentándole al animal un 

bebedero con sacarina y un segundo con agua purificada. Se registraron los 

volúmenes de líquido consumidos. 
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6.4 Evaluación conductual: Memoria de Reconocimiento de 
Objetos (ORM). 

El modelo de ORM permite evaluar la capacidad de los sujetos de 

reconocer objetos nuevos en comparación con objetos previamente presentados. 

No requiere de estímulo externo, castigo o recompensa, así el sujeto invierte más 

tiempo en explorar el objeto nuevo que el familiar. Esta conducta se inició 18 días 

después de concluido el CAS. 

 
Soluciones empleadas. Solución vehículo (Veh). Se preparó la solución vehículo 

de DMSO 28% (Sigma, D-8779) en Solución Salina Isotónica (SSI). 

Entinostat (MS-275). Se preparó la solución de MS-275 (Sigma, EPS002) a una 

concentración de 10.9 mM en DMSO, antes de usarse se diluyó a una 

concentración final de 3 mM con SSI. La concentración de DMSO resultante fue 

de 28%. 

 
Procedimiento. Del día 18 al 20 post-cirugía, los animales fueron habituados 

durante 5 min en cajas de madera (33 x 33 x 30 cm) previamente desodorizadas 

con etanol al 70% y con una ligera capa de aserrín. 

El día 21 se infundieron 0.5 μl de la solución vehículo (grupo Veh) o 0.5 μl 

de la solución de entinostat (grupo MS-275) en cada hemisferio cerebral a una 

velocidad de 0.25 μl/min, al finalizar la inyección se esperaron 3 minutos de 

difusión. Una hora después se realizó la adquisición; a los animales se les 

presentaron dos objetos idénticos, en la caja descrita anteriormente, durante un 

tiempo de 10 min (ORM fuerte) o de 3 min (ORM débil). La capacidad del sujeto 

de reconocer al objeto nuevo depende del tiempo de duración de la fase de 

familiarización (Antunes y Biala, 2012). 

Es importante mencionar que los grupos fueron invertidos, es decir, 

aquellos animales que recibieron solución vehículo en el CAS, para el ORM 

recibieron solución MS-275 y viceversa. 

El día 22 se evaluó la memoria de largo plazo, para lo cual uno de los 

objetos se cambió y se le permitió al sujeto explorar durante un tiempo de 5 min. 
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La posición del objeto novedoso se realizó de manera contrabalanceada en los 

sujetos de un mismo grupo para evitar preferencias sobre un lugar de la caja 

(Antunes y Biala, 2012). 

Se videograbaron las etapas de adquisición y memoria de largo plazo y por 

análisis de los videos se registró el tiempo de exploración en cada uno de los 

objetos. 

 

6.5 Conducta para la estimulación ante un sabor novedoso. 
Para realizar una primera aproximación para evaluar los efectos del MS-275 

sobre la expresión de tirosina hidroxilasa (TH) se procedió como se describe a 

continuación. 

Soluciones empleadas. Solución vehículo (Veh). Se preparó la solución vehículo 

de DMSO 28% (Sigma, D-8779) en Solución Salina Isotónica (SSI). 

Entinostat (MS-275). Se preparó la solución de MS-275 (Sigma, EPS002) a una 

concentración de 10.9 mM en DMSO, antes de usarse se diluyó a una 

concentración final de 3 mM con SSI. La concentración de DMSO resultante fue 

de 28%. 

Quinina 0.001%. Se preparó con la sal grado analítico (Sigma, Q-1125) disuelta en 

agua purificada. 

Procedimiento. A los sujetos experimentales (animales viejos; 15-16 m) se les 

infundió 0.5 μl de la solución vehículo (grupo Veh) o 0.5 μl de entinostat (grupo 

MS-275). Una hora más tarde se les presentaron dos bebederos de solución de 

quinina 0.001% durante 20 min. 

 Al finalizar la presentación del sabor, 40 min más tarde, los animales fueron 

sacrificados con pentobarbital sódico a una dosis de 75 mg/kg y perfundidos con 

SSI y paraformaldehído 4%. 
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6.6 Técnica de inmunohistoquímica y análisis de cantidad de 
fibras. 

Se evaluó la expresión de tirosina hidroxilasa (TH) en la corteza insular de 

animales envejecidos (15-16 m; ver subsección 6.5 Conducta para la estimulación 

del sabor novedoso). Posterior al sacrificio y perfusión, se extrajeron los cerebros 

y se fijaron en paraformaldehído 4% aproximadamente por 1 semana. Una vez 

fijados, se les realizó 1 lavado con SSI y se cambiaron a sacarosa 30%, 42 h más 

tarde se realizaron cortes de 40 μm en el criostato a -20 °C (Leica CM1520). Los 

cortes se recuperaron y almacenaron en sacarosa 15% hasta su utilización. 

Se seleccionaron 2 cortes por animal y se lavaron 3 veces (10 min c/u) con 

solución de buffer trizma (TBS). Se realizó un lavado (10 min) con TBS + tritón 

0.1% (TBST) y se incubó el anticuerpo primario (anti-TH; conejo; 1:1000; Sigma 

T8700) en TBST con albúmina de suero bovino al 5% (TBST-BSA) durante 12 h a 

4 °C y en agitación. 

Al siguiente día se realizaron seis lavados con TBS (10 min c/u) y se incubó 

el anticuerpo secundario (anti-conejo Cy3; 1:200; Millipore AP187C) en TBST-BSA 

durante 2 h en oscuridad y agitación a temperatura ambiente. A continuación se 

realizaron 3 lavados con TBS (10 min c/u en oscuridad), para finalizar con el 

montaje de los tejidos en portaobjetos silanizados con medio de montaje para 

fluorescencia (Dako, S3023). Las fotomicrografías fueron obtenidas en 

microscopio confocal (Olympus Fluoview FV10). 

Una vez obtenidas las imágenes, se realizaron los mapas correspondientes 

a la corteza insular, posteriormente fueron transformadas a imágenes binarias con 

ayuda del filtro Hessian del programa Image J, finalmente se realizó densitometría 

de estas imágenes para conocer de manera indirecta la densidad de fibras en la 

corteza insular, área de interés en el presente proyecto. 
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6.7 Evaluación conductual del CAS para el análisis de la 
expresión de mRNAs. 

Se siguió el mismo protocolo conductual como se describió en el apartado 

6.3 Evaluación conductual Condicionamiento aversivo al sabor (CAS), empleando 

animales jóvenes que ya habían realizado un CAS de sacarina. 

Soluciones empleadas. Solución vehículo (Veh). Se preparó la solución vehículo 

de DMSO 28% (Sigma, D-8779) en Solución Salina Isotónica (SSI). 

Entinostat (MS-275). Se preparó la solución de MS-275 (Sigma, EPS002) a una 

concentración de 10.9 mM en DMSO, antes de usarse se diluyó a una 

concentración final de 3 mM con SSI. La concentración de DMSO resultante fue 

de 28%. 

Butirato de sodio (NaBu). Se preparó la solución de NaBu (Sigma, B5887) a una 

concentración de 100 µg/µl en DMSO 28%.  

Quinina 0.001%. Se preparó con la sal grado analítico (Sigma, Q-1125) disuelta en 

agua purificada. 

Cloruro de litio (LiCl) 0.4 M. Se preparó a partir de la sal grado analítico (Sigma) 

con agua desionizada. 

Procedimiento. A los sujetos experimentales se les infundió 0.5 μl de la solución 

vehículo (grupo Veh), 0.5 μl de entinostat (grupo MS-275) o 0.5 µl de butirato de 

sodio (grupo NaBu), este último como control positivo. Al cabo de 1 h se les 

presentaron dos bebederos de solución de quinina 0.001% durante 20 min. Diez 

minutos más tarde se administraron con LiCl (127 mg/kg, i.p.). A partir de este 

momento se consideraron 4 horas para el sacrificio de los animales por 

dislocación y decapitación para la disección de la corteza insular con material de 

cirugía estéril. 

 

6.8 Extracción de RNA por el método de TRIzol. 
Una vez obtenida la corteza insular, el tejido se transfirió a un tubo cónico y 

se adicionaron 500 µl de TRIzol (Invitrogen Cat. 15596) para homogeneizar el 

tejido con una pipeta. Una vez homogeneizado, se adicionaron 500 µl más de 

TRIzol y se mezcló en vórtex por 5 s. Después se incubó durante 15 min a 30 °C. 
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Finalizado el tiempo se agregaron 200 μl de cloroformo por cada 1 ml de trizol 

empleado al inicio. Se mezcló en vórtex por 15 seg formándose una emulsión de 

aspecto turbio. Se dejó incubar durante 3 min a temperatura ambiente. 

Después de la incubación se centrifugaron las muestras por 15 min, 12000 

rpm a 4 °C. Posteriormente se transfirió sólo la parte acuosa (fase superior) a un 

tubo nuevo evitando tomar la interfase de color blanco. A este sobrenadante 

transferido se le adicionaron 500 μl de isopropanol y se mezcló en vórtex por 15 s, 

con posterior incubación de 30 min a temperatura ambiente. Finalizada la 

incubación se centrifugó por 15 min, 12000 rpm a 4 °C. Al terminar la 

centrifugación se formó un pellet, por lo cual se retiró y descartó el sobrenadante 

con una pipeta evitando remover el pellet. Se lavó con 1 ml de etanol 70 % para 

remover el exceso de sales y se mezcló por 15 s con posterior centrifugación de 5 

min, 7500 rpm a 4 °C. Con cuidado se retiró el etanol y se descartó. Se dejó secar 

el pellet aproximadamente durante 5 min. 

Al pellet se le adicionaron 20 µl de agua inyectable (PiSA) raspando las 

paredes del microtubo, resuspendiendo de manera vigorosa y se incubó por 5 min 

a 60 °C. Finalizada la incubación se centrifugó por 1 min a 13000 rpm a 4 °C. Se 

procedió a alicuotar (3 alícuotas de 6 µl) y el remanente se conservó para 

cuantificar en el nanodrop a 260 nm (blanco de lectura: agua inyectable). Las 

muestras fueron almacenadas a -80 °C. 

 

6.9 Gel para cuantificación de pureza de RNA. 
Soluciones empleadas. FA gel buffer 10x. Se preparó con una concentración 

final de 200 mM MOPS (libre de ácidos), 50 mM acetato de sodio (CH3COO- Na+), 

10 mM EDTA a pH 7.0 con NaOH. 

Buffer de corrida. Preparado con 100 ml de FA gel buffer 10 x, 20 ml formaldehído 

37 % (12.3 M) y 880 ml de agua libre de RNAsa. 

Buffer de carga 5x. Se preparó con 16 μl azul de bromofenol acuoso (ó 20 mg de 

azul de bromofenol sólido), 80 μl de EDTA 500 mM (pH 8), 720 μl de formaldehído 

37 % (12.3 M), 2 ml de glicerol 100 %, 3084 μl de formamida, 4 ml de FA gel buffer 
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10x y se aforó a 10 ml con agua libre de RNAsa. La estabilidad de este buffer es 

aproximadamente 3 meses a 4 °C. 

Gel FA 1.2%. A 1.2 g de agarosa se adicionaron 10 ml de FA gel buffer 10x, se 

aforó a 100 ml con agua libre de RNAsa. Se calentó para fundir la agarosa y se 

dejó enfriar un poco. Posteriormente se añadieron 1.8 ml de formaldehído al 37 % 

(12.3 M). Se agregó además 1 µl de GelRedTM. Una vez preparado el gel se dejó 

equilibrar en el buffer de corrida al menos por 30 min. 

 

Preparación de las muestras de RNA. En un microtubo se adicionó el volumen 

del extracto de RNA para 200 ng y se añadieron 2 µl de buffer de carga (para un 

volumen final de 10 µl). Con agua libre de RNAsa se llevaron todas las muestras al 

mismo volumen (10 µl). Se incubaron las muestras a 65 °C por 5 min. Una vez 

cargadas las muestras en el gel, se realizó la electroforesis durante 45 min a 95 V. 

 

6.10 Obtención de cDNA. 
Se empleó el kit de Applied Biosystems, GeneAmp, RNA-PCR core kit 

(N808-0143) y las muestras se procesaron por duplicado. 

 

Preparación del Master Mix (MM) para 1 reacción (rx). Se preparó de acuerdo a lo 

indicado en el inserto del kit: 
- 25 mM MgCl2 solution  4 µl 
- 10x PCR buffer II  2 µl 
- DEPC treated di water  * 
- dGTP    2 µl 
- dATP    2 µl 
- dCTP    2 µl 
- dTTP    2 µl 
- RNase inhibitor   1 µl 
- MuLV reverse transcriptase 1 µl 
- Oligo d(T)16   1 µl 

Total  17 µl 
*El volumen de agua DEPC dependerá del volumen de la muestra, en la cual debe 

adicionarse 1 µg de RNA y el volumen máximo fue de 3 µl. 
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Al tubo de reacción se añadió primero el MM, posteriormente la muestra y 

finalmente el agua DEPC en volumen suficiente para tener un volumen total de 

reacción de 20 µl. 

El termociclador se programó 1 ciclo de 30 min a 42 °C, seguido de 1 ciclo 

de 5 min a 99 °C y terminar con 1 ciclo de tiempo infinito a 20 °C. Con esto se 

obtiene cDNA y debe almacenarse a -20 °C. 

 

6.11 PCR en tiempo real para la cuantificación de cDNA. 
Se usó el kit MAxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo 

Scientific K0221, K0222 ó K0223). 

Para una reacción se adiciona al tubo de reacción lo siguiente: 

- SYBR 2x  10 µl 

- Oligo F    1 µl 

- Oligo R    1 µl 

- cDNA    2 µl 

- H2O    6 µl 

Vol. Total 20 µl 
 
Cada muestra se realizó por cuadruplicado para cada gen y se colocaron en 

una placa de tubos de reacción para qPCR de 96 tubos. Los controles negativos 

se realizaron de la misma forma, excepto que en lugar de cDNA se adicionó H2O. 

La reacción se PCR se programó de la siguiente manera en el 

termociclador (StepOneTM, Applied Biosystems): 1 ciclo de 10 min a 95 °C; 40 

ciclos de 15 s a 95 °C seguido de 1 min a 60 °C; 1 ciclo de 15 s a 95 °C seguido 

de 1 min a 60 °C y 15 s a 95 °C. 

Al finalizar la reacción el equipo reportó los valores de CT para cada una de 

las muestras, dichos valores fueron procesados según el método de ΔΔCT. 
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6.12 Análisis estadístico. 
- Para el CAS, los volúmenes consumidos el día de la adquisición fueron 

comparados con los niveles basales de agua, se realizó una prueba t de 

Student con una p<0.05 para analizar modificaciones en el reconocimiento del 

sabor novedoso. 

- En la memoria de largo plazo del CAS se obtuvo el porcentaje de consumo 

para sacarina y agua, de acuerdo al siguiente cociente: 

 AguaSacarina

AguaoSacarina

VolVol

Vol
consumodeÍndice


  

Se graficó el Índice de consumo ± ESM y se realizó una prueba t de Student 

con una p<0.05 entre agua y sacarina para conocer la capacidad de 

discriminación del sujeto frente al sabor aversivo. 

- De manera semejante, en las evaluaciones de la extinción del CAS se obtuvo 

el porcentaje de consumo (% Consumo) de acuerdo al siguiente cociente: 

 
100% 




AguaSacarina

Sacarina

VolVol

Vol
Consumo  

Se graficó el % Consumo ± ESM y se realizó un ANOVA de dos vías post-test 

Bonferroni con una p<0.05. 

- Para el ORM se obtuvo el índice de reconocimiento para el objeto nuevo y el 

familiar, de acuerdo al cociente: 

 NovedosoFamiliar

NovedosooFamiliar

tiempotiempo

tiempo
entoreconocimideÍndice


  

Se graficó el Índice de reconocimiento ± ESM y se realizó una prueba t de 

Student con una p<0.05 entre el objeto familiar y el objeto nuevo. 

- Para el análisis de la expresión génica de Th y Bdnf se obtuvo el nivel relativo 

de expresión con el método de ΔΔCT. Se graficó la expresión relativa de mRNA 

± ESM de cada grupo experimental. Posteriormente se realizó un ANOVA de 

una vía post-test Bonferroni con una p<0.05. 
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7. RESULTADOS. 

7.1 Determinación del sitio de canulación. 
Posterior a las pruebas conductuales, los animales fueron anestesiados y 

perfundidos. Con el objetivo de analizar el sitio de canulación, realizado en la 

corteza insular anterior con coordenadas AP:+1.4; ML: ±3.3; DV: -3.0, figura 7.1. 

 
 

7.2 La inhibición de la HDAC1 retrasa la extinción del CAS. 
De acuerdo a la metodología planteada (figura 5.1 y 7.2), se realizó la 

adquisición del CAS, 1 hora después de la administración intracraneal del MS-275. 

Para proseguir con la etapa de adquisición, en la cual se le presentaron al sujeto 

dos bebederos con sacarina (sabor novedoso) y el registro del consumo sirve para 

evaluar un parámetro importante en el CAS que es la neofobia, entendida como la 

renuencia del sujeto por consumir un sabor novedoso (Bermúdez-Rattoni, 2004). 

 
Figura 7.1. Determinación del sitio de canulación. Se muestra en A el diagrama coronal del 
sitio de canulación, remarcando en azul el área que corresponde a la corteza insular. En B se 
muestra un corte coronal, teñido con violeta de cresilo, correspondiente al diagrama de A, con 
coordenadas AP: +1.4; ML: ±3.3; DV: -3.0. En C se muestra el diagrama sagital de cerebro de 
ratón mostrando AP: +1.4. (A, tomada y modificado de Dong, 2008). 
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Figura 7.2. Aversión condicionada al sabor (CAS). Posterior al proceso de habituación, se 
inyectó al animal MS-275 (A) en la corteza insular (IC). Un hora más tarde se realizó la 
adquisición en la cual se le presentaron al sujeto dos bebederos de sacarina (SAC) durante 20 
min (B), 10 min después se administró por vía intraperitoneal (i.p.) el cloruro de litio (LiCl) para 
inducir malestar (C). La evaluación de la memoria de largo plazo se realizó 24 h y se le 
presentó al ratón un bebedero de agua y otro de sacarina; aquél animal que aprendió consume 
poca sacarina y más agua. En las extinciones también sólo se presentaron los bebederos de 
agua y sacarina. 

Neofobia

LB ADQ LB ADQ LB ADQ LB ADQ LB ADQ LB ADQ

0

1

2

3

4 *

Joven Veh Joven VehJoven MS-275 Joven MS-275 Viejo Veh Viejo MS-275

CAS Débil CAS Fuerte

Vo
lu

m
en

 (m
l)

 
Figura 7.3. La inhibición de la HDAC1 atenúa la preferencia por el sabor novedoso en 
animales envejecidos. En la gráfica se muestra la neofobia de animales jóvenes y viejos ante 
un sabor novedoso (sacarina). Se observa que únicamente el grupo Viejo Veh tiene preferencia 
hacia el sabor novedoso, evidenciado como incremento en el consumo durante la adquisición 
(ADQ) en comparación con la línea basal (LB). En LB se midió el volumen consumido de agua, 
mientras que en ADQ se midió el consumo de sacarina. *p<0.05, t de Student. 
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En el análisis de la neofobia de los sujetos experimentales se observa que 

los grupos Joven Veh y Joven MS-275 carecen de ésta, sin embargo el grupo 

Viejo Veh presenta preferencia por la sacarina, dicha preferencia no se observa en 

el grupo Viejo MS-275, figura 7.3. Esta atenuación de la preferencia sugiere que 

la inhibición de la HDAC1 podría modificar la comunicación neuronal relacionada a 

la percepción del sabor novedoso asociada a una etapa. 

 

 
El análisis de la memoria de largo plazo (LTM) se realizó por la obtención 

de un índice de discriminación (Índice de consumo= Vol de agua o sacarina / Vol 

Total) para cada bebedero (sacarina y agua), figura 7.4. Se observa que en la 

condición CAS débil (Sac 0.1%, LiCl 48 mg/kg), el grupo Joven Veh no logra 

discriminar la sacarina del agua (los consumos son equiparables), esto indica que 

de manera normal éstas condiciones no son suficientes para generar una memoria 

de aversión, por otra parte la inhibición de la HDAC1 parece potenciar este tipo de 

 
Figura 7.4. La inhibición de la HDAC1 afecta la memoria de largo plazo de manera 
dependiente de la edad y de la intensidad del estímulo. Se muestran los índices de 
consumo (Índice de consumo = Vol agua o sacarina / Vol total) para cada bebedero y cada 
grupo. CAS débil: Sac 0.1%, LiCl 48 mg/kg; CAS fuerte: Sac 0.3%, LiCl 127 mg/kg. ***p<0.001, 
*p<0.05 t de Student. 
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memoria, ya que el grupo Joven MS-275 logra discriminar la sacarina del agua, es 

decir, generaron aversión. 

 Por otro lado, en la condición CAS fuerte (Sac 0.3%, LiCl 127 mg/kg) el 

grupo Joven Veh sí genera aversión, denotado por el bajo consumo de sacarina 

respecto del agua. Uno de los resultados interesantes es el hecho de que la 

inhibición de la HDAC1 en los animales jóvenes (grupo Joven MS-275) genera un 

efecto contraproducente, ya que evita el establecimiento de la memoria de largo 

plazo de manera adecuada, observado por consumos semejantes entre sacarina y 

agua, figura 7.4. 

En el grupo Viejo Veh bajo la condición de CAS fuerte se observa que el 

estímulo “normal” que produce aversión en animales jóvenes, no es suficiente 

denotado por los consumos entre agua y sacarina que son semejantes, se 

observa además un efecto positivo sobre la memoria de largo plazo ante la 

inhibición de la HDAC1 en los animales viejos (grupo Viejo Ms-275) ya que logran 

discriminar a la sacarina del agua, mostrando aversión hacia la primera solución, 

figura 7.4. 

 Los resultados obtenidos de la LTM en el CAS indican alteraciones en el 

sistema de comunicación neuronal de los animales viejos que evita la formación 

de una adecuada memoria aversiva (comparar grupos CAS débil Joven Veh 

contra CAS fuerte Viejo Veh), mientras que la inhibición de la HDAC1 ocasiona un 

efecto positivo sobre el establecimiento del CAS (comparar grupos CAS débil 

Joven MS-275 contra CAS fuerte Viejo MS-275). Por otra parte, además es 

interesante denotar que la HDAC1 parece tener una función diferencial 

dependiente de la edad en los animales, ya que su inhibición en el grupo joven 

(CAS fuerte), tiene efectos negativos en el establecimiento del CAS, sin embargo 

tiene efectos totalmente opuestos en animales viejos (comparar grupos CAS fuerte 

Joven MS-275 contra CAS fuerte Viejo MS-275), figura 7.4. 
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Figura 7.5. La inhibición de la HDAC1 retrasa la extinción del CAS. En A se muestra a los 
grupos jóvenes con CAS débil denotando que la inhibición de la HDAC1 retrasa la extinción del 
CAS. En B se observan los grupos jóvenes con CAS fuerte, los cuales no tienen diferencias en 
el proceso de extinción. En C se grafican los grupos viejos con CAS fuerte, mostrando que la 
inhibición de la HDAC1 en animales viejos retrasa la extinción del CAS. Evaluaciones para 
extinción (E1, E2, E3). % Consumo= Vol sacarina / (Vol sacarina + Vol agua). ***p<0.001, 
*p<0.05 ANOVA de dos vías post-test Bonferroni. 
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 Las evaluaciones del proceso de extinción (E1, E2, E3) del CAS muestran 

que la inhibición de la HDAC1 en la condición de CAS débil del grupo Joven, 

ocasiona un retraso en el proceso de extinción, entendiéndose como una mejora 

en la estabilidad de la memoria, es decir, el trazo de memoria original es más 

fuerte, figura 7.5 A. En el caso de la condición de CAS fuerte los grupos jóvenes, 

con y sin inhibición de la HDAC1, no presentan diferencias en la extinción, que de 

hecho es ausente, figura 7.5 B. En la condición CAS fuerte, el grupo viejo con 

inhibición  de la HDAC1 presenta también retraso de la extinción, y el 

mantenimiento de esta memoria es semejante a los grupos jóvenes del CAS 

fuerte, figura 7.5 C. 

En conjunto, los datos muestran que el animal viejo tiene alteración en el 

proceso de extinción del CAS (bajo la condición fuerte), ya que sólo el grupo Viejo 

Veh extingue rápidamente, esta alteración podría deberse a modificaciones en la 

detección de que el sabor es novedoso y ello repercuta directamente a nivel de 

consolidación, generándose una memoria más lábil a través del tiempo. Por otro 

lado la inhibición de la HDAC1 es capaz de mejorar el proceso en el animal viejo, 

ya que el grupo Viejo MS-275 se comporta de manera semejante a los grupos 

jóvenes, y es evidente que se genera una memoria mucho más estable, es decir, 

se produce una memoria duradera. 

 

7.3 La inhibición de HDAC1 mejora la memoria de 
reconocimiento. 

Con la metodología planteada (Figura 5.1 y 7.6) en la cual los animales 

fueron inyectados en la IC con la solución vehículo (grupo Veh) o con la solución 

de entinostat (grupo MS-275), 1h más tarde se realizó la adquisición en donde se 

le presentaron 2 objetos idénticos, 24 h después se hizo la evaluación de la 

memoria de largo plazo. 
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Figura 7.6. Memoria de reconocimiento de objetos (ORM). El ORM se basa en la capacidad 
del sujeto de discriminar lo nuevo de lo previamente experimentado. Posterior a la habituación 
en el campo, se inyectó al animal MS-275 (A) en la corteza insular (IC). Una hora más tarde se 
realizó la adquisición (B) en la cual se colocaron 2 objetos iguales durante 10 min para que el 
sujeto los explorara; al cuantificar los tiempos de exploración éstos son semejantes. Para la 
evaluación de la memoria de largo plazo (C) 24 h después, se cambió uno de los objetos por 
uno nuevo. Se sabe que el sujeto aprende debido a que explora más tiempo al objeto nuevo. 
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Figura 7.7. La inhibición de la HDAC1 modifica la memoria de reconocimiento de manera 
dependiente de la edad. Se observa que la inhibición de la HDAC1 ocasiona efectos 
diferenciales sobre la memoria de reconocimiento dependiendo de la edad y del tiempo de 
adquisición. ORM débil: adquisición 3 min, LTM 5 min. ORM fuerte: adquisición 10 min, LTM 5 
min. **p<0.01, *p<0.05, t de Student. 
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Los datos muestran que ante una adquisición corta (ORM débil), el grupo 

joven no puede reconocer al objeto nuevo del familiar, sin embargo el grupo 

inyectado con el MS-275 es capaz de reconocer el objeto nuevo. Esto se relaciona 

directamente al tiempo en el cual los animales exploraron ambos objetos durante 

la fase de adquisición, que si no es suficiente, esta memoria no puede formarse 

adecuadamente, además nos indica la potenciación debida a la inhibición de la 

HDAC1. En caso de tener una adquisición normal (ORM fuerte), el grupo Joven 

Veh es capaz de reconocer al objeto novedoso, mientras el grupo Viejo Veh no 

logra reconocerlo, figura 7.7. 

La inhibición de la HDAC1 tiene un efecto diferencial (semejante a lo 

observado en el CAS fuerte) y parece estar asociado a la edad; en el grupo Joven 

MS-275 altera la memoria de reconocimiento y este grupo no puede reconocer al 

objeto novedoso sobre el familiar, por otra parte el grupo Viejo MS-275 mejora la 

memoria de reconocimiento, ya que se incrementa el índice de reconocimiento del 

objeto novedoso, figura 7.7. 

 
 

7.4 La inhibición de la HDAC1 no modifica la cantidad de fibras 
positivas a tirosina hidroxilasa en la corteza insular. 

Cuando se realizó la inmunohistoquímica contra tirosina hidroxilasa, el 

análisis de la cantidad de fibras positivas muestra que la inhibición de la HDAC1 

no tiene efecto sobre la cantidad de fibras en el área de la corteza insular, esto 1 h 

post-estimulación novedosa (2 h 20 min post-inyección del inhibidor), figura 7.8. 
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Figura 7.8. La inhibición de la HDAC1 no modifica la cantidad de fibras positivas a 
tirosina hidroxilasa en la corteza insular de animales viejos. Se muestran en A y B la 
inmunorreactividad para tirosina hidroxilasa observada en rojo; en C y D se muestran las 
imágenes binarias obtenidas a partir de las imágenes de A y B con ayuda del filtro Hessian 
(Image J); en E se muestra la cuantificación de las fibras mostradas en C y D, no mostrando 
diferencia entre ambos grupos (Barra de escala = 500 μm). 
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7.5 La inhibición de HDAC1 no altera la expresión de mRNA de 
Bdnf y Th. 

El análisis de los niveles de mRNA de Bdnf y de Th en la IC no muestra 

diferencia entre los grupos experimentales, figura 7.9. Es importante mencionar 

que sólo se realizó la determinación a 1 tiempo, correspondiente a las 4 h post-

adquisición (5.5 h post-inyección del inhibidor), momento en el cual está reportado 

que ocurre el incremento en la transcripción de Bdnf en la IC. Es probable que 

debido a esto se presentara efecto “techo” y esta pueda ser la causa de no 

observar modificaciones en los niveles de expresión. 
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Figura 7.9. La inhibición de la HDAC1 no modifica la expresión de Bdnf y Th a las 4 h 
post-adquisición. Se muestran los niveles de expresión relativa de los mRNAs de Th (A) y de 
Bdnf (B). No se muestran diferencias entre los grupos experimentales. 
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8. DISCUSIÓN 

El envejecimiento es una etapa fisiológica considerada como un fenómeno 

emergente debido al incremento en la esperanza de vida de los individuos y que al 

tratarse de un proceso irreversible es de suma importancia abordar metodologías 

para evitar las consecuencias observadas en esta etapa de la vida. Debido al 

deterioro del organismo, se presentan alteraciones que afectan la calidad de vida 

del individuo. Específicamente en el aprendizaje y la memoria se ha observado 

una reducción en la capacidad del sujeto en cuanto a la formación de memoria de 

corto plazo como la de trabajo, también se ha reportado que estas deficiencias se 

extienden a la memoria de largo plazo (Peinado et al., 2000). 

El estudio de los procesos relacionados al envejecimiento en modelos 

animales ha permitido tener una idea más clara sobre el aprendizaje y la memoria 

de esta manera se han propuesto tratamientos para mejorar estas condiciones 

(Arivazhagan et al., 2002; Burke y Barnes, 2006; Cattelan et al., 2015; Dickerson 

et al., 2009; Dickstein et al., 2013; Duan et al., 2003; McGahon et al., 1999; Moore 

et al., 1993; Richwine et al., 2008; Silhol et al., 2007). Estas aproximaciones han 

sido abordadas desde diferentes enfoques y todas ellas muestran efectividad al 

paliar algunas de las alteraciones  presentadas en el envejecimiento (Bennet et al., 

2006; Pattel, 2012). 

En el aprendizaje y la memoria se ha observado que posterior a la 

adquisición de una nueva información, ocurren cambios en la cromatina de 

regiones cerebrales implicadas en este proceso, concretamente se han observado 

modificaciones en la acetilación de histonas las cuales no se presentan en 

modelos envejecidos (Peleg et al., 2010) que se asocian al incremento en la 

actividad enzimática de las desacetilasas de histona (HDAC; Dos Santos et al., 

2013) esto ha conducido al análisis de la inhibición de estas enzimas sobre 

procesos cognitivos. Sin embargo, poco se ha sabe sobre la función de cada una, 

es decir, en la mayoría de los estudios se han realizado inhibiciones inespecíficas 

que afectan a la mayoría de las HDAC. 

En este proyecto se planteó la inhibición de una de las 18 desacetilasas de 

histona descritas, específicamente la HDAC1, la aproximación se realizó con el 
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empleo del inhibidor específico para dicha enzima el entinostat o MS-275 (Khan et 

al., 2008). Esto debido a que los antecedentes y los estudios de colaboración, 

figura 1.10, sugieren que esta enzima puede tener un papel importante en la 

modulación de la memoria (Bahari-Javan et al., 2012). 

Nuestros resultados muestran que la inhibición de la HDAC1 por el MS-275 

muestra efectos interesantes sobre las memorias gustativa y de reconocimiento. 

En la adquisición del condicionamiento aversivo al sabor (CAS) cuando se 

presentan dos bebederos de sacarina para la evaluación de la neofobia se 

observa que la inhibición de la HDAC1 en la corteza insular (IC) de animales viejos 

ocasiona modificaciones en la comunicación neuronal, al menos con lo 

relacionado a la señalización del estímulo novedoso, debido a que el grupo viejo 

vehículo (Viejo Veh) presenta preferencia por la sacarina, mientras que el grupo 

Viejo MS-275 no la presenta, figura 7.3. Algo que llama la atención es la ausencia 

de neofobia en el resto de los grupos experimentales, esto parece deberse a la 

presentación de dos botellas de sacarina lo cual ocasiona que el animal alterne en 

el consumo entre los bebederos y finalmente incremente el consumo total en 

comparación con el modelo de CAS de una botella. 

Para evaluar la intensidad de los estímulos aunado a la inhibición de la 

HDAC1 sobre la formación de la memoria gustativa se realizaron dos condiciones 

de CAS: débil y fuerte. En condiciones de CAS débil (sacarina 0.1%, LiCl 47.6 

mg/kg) en animales jóvenes no se establece una memoria de largo plazo (LTM; 

Joven Veh), mientras que la inhibición de la HDAC1 ejerce un efecto potenciador 

sobre la formación de esta memoria (Joven MS-275). En condiciones de CAS 

fuerte (sacarina 0.3%, LiCl 127 mg/kg) que sí genera una memoria en animales 

jóvenes (Joven Veh) pero no en viejos (Viejo Veh) la inhibición de la HDAC1 en los 

animales jóvenes produce un bloqueo en la formación de la LTM (Joven MS-275) 

mientras que favorece la formación de esta en animales viejos (Viejo MS-275), 

figura 7.4. Previamente se ha demostrado que la inyección de un inhibidor 

inespecífico, como el butirato de sodio, en la corteza insular (IC) de animales 

jóvenes mejora la memoria aversiva gustativa (Núñez-Jaramillo et al., 2014), esto 

parece contradecir los resultados descritos anteriormente; sin embargo es 
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importante considerar que el trabajo realizado por Núñez-Jaramillo en el 2014 es 

semejante a nuestras condiciones de CAS débil. Esto sugiere que la HDAC1 está 

estrechamente relacionada con la consolidación de la memoria gustativa. 

En esta misma tarea fueron evaluadas las extinciones que permitieron 

conocer la estabilidad de la memoria original. Se observó que la inhibición de la 

HDAC1 en condiciones de CAS débil en jóvenes y de CAS fuerte con 

envejecimiento existe un retraso en la extinción, lo que indica que el bloqueo de la 

HDAC1 contribuye a generar una memoria más estable y por lo tanto duradera, 

figura 7.5 A y C. Es importante que en condiciones de CAS fuerte con jóvenes no 

existen diferencias en el comportamiento durante la extinción y sólo son evidentes 

en la LTM, figura 7.5 B, a pesar de esto el mantenimiento de los porcentajes de 

consumo alrededor del 50% indican no discriminación de sacarina respecto del 

agua. Está reportado que la inhibición de la HDAC1 en hipocampo durante las 

evaluaciones de la memoria de miedo, favorece la estabilización de ésta (Bahari-

Javan et al., 2012) produciendo un retraso en la extinción. Sin embargo en 

nuestras condiciones experimentales la inhibición de la HDAC1 en la corteza 

insular previa al aprendizaje es suficiente para generar una memoria fuerte que 

impide la modificación de la memoria original.  

La otra tarea conductual analizada fue la memoria de reconocimiento 

(ORM) llevada a cabo en dos condiciones: débil y fuerte. En el ORM débil 

(adquisición 3 min) en animales jóvenes no se establece una LTM (Joven Veh), 

mientras que la inhibición de la HDAC1 potencia la formación de esta memoria 

(Joven MS-275). En el ORM fuerte (adquisición 10 min) que sí genera una 

memoria en animales jóvenes (Joven Veh) pero no en viejos (Viejo Veh) la 

inhibición de la HDAC1 en los animales jóvenes produce un bloqueo en la 

formación de la LTM (Joven MS-275) mientras que favorece la formación de ésta 

en animales viejos (Viejo MS-275), figura 7.7. Anteriormente se ha mostrado que 

el empleo de inhibidores inespecíficos administrados por vía intraperitoneal son 

capaces de favorecer la memoria de reconocimiento de animales jóvenes y viejos 

(Reolon et al., 2011) y potenciar las memorias débiles en animales jóvenes 

(Stefanko et al., 2009) sin embargo, debido a la inespecificidad de los fármacos 
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empleados no permite conocer la participación específica de la HDAC1 en la 

formación de esta memoria. De manera semejante se ha mostrado que la 

inhibición de la HDAC1 en el hipocampo favorece la formación de la memoria de 

localización de objeto (Hawk et al., 2011), este evento refuerza lo reportado en el 

presente proyecto sobre la participación de la IC en la memoria de reconocimiento. 

En general el comportamiento conductual de los grupos experimentales en ambas 

tareas es semejante, por lo que se propone que la participación de la HDAC1 

modula de manera semejante la memoria gustativa y de reconocimiento. 

De acuerdo a los resultados conductuales, es probable que en la IC de 

animales jóvenes la regulación de la acetilación de histonas se altere por la 

inhibición de la HDAC1 ocasionando un bloqueo en la formación de la memoria 

mientras que en animales envejecidos existan deficiencias en la acetilación de 

histonas posterior a la adquisición de la memoria gustativa o de reconocimiento 

(Beldjoud et al., 2015), lo cual podría estar asociado directamente a las 

alteraciones cognitivas mostradas que son atenuadas por la inhibición de la 

HDAC1. 

También se ha demostrado que las catecolaminas en especial la dopamina, 

participan en los procesos de formación de la memoria gustativa y de 

reconocimiento (Guzmán-Ramos et al., 2010, 2012). En nuestros resultados 

asociados a esta hipótesis no se observaron modificaciones en la cantidad de 

fibras de Tirosina Hidroxilasa en la IC de animales envejecidos, figura 7.8, esto 

indica que las terminales mantienen su viabilidad posterior a la inhibición de la 

HDAC1 (2 h post-inhibición), debido a que no ocurre ramificación de dichas 

terminales. 

De acuerdo a nuestro diseño experimental el sacrificio de los animales se 

realizó a las 4 h post-adquisición (5.5 h post-inhibición) del CAS debido a que Ma 

et al. en el 2011 reportó el incremento en la expresión de mRNA de Bdnf  a este 

tiempo. A pesar de esto, en los resultados no se observaron modificaciones en los 

niveles de expresión de mRNA de Th y Bdnf en los grupos administrados con el 

inhibidor, figura 7.9. Aunque estudios in vitro muestran que el uso de HDACi 

favorecen la transcripción de Th y de Bdnf (Akiba et al., 2010; Kim et al., 2003; 
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Koppel y Timusk, 2013) y estudios in vivo reportan que la administración sistémica 

de butirato de sodio aumenta la expresión de Bdnf en el hipocampo (Intlekofer et 

al., 2013), en nuestros resultados no se modifica la expresión de los mRNAs de Th 

y Bdnf. Lo anterior se puede explicar por el efecto techo donde no es posible 

incrementar aún más la tasa de transcripción de estos genes. Un análisis temporal 

posterior a la inhibición podría ayudar a resolver este punto. 

Por un lado es probable que la sobre-activación del gen de Bdnf en el 

animal joven genere efectos negativos sobre la memoria, ya que se ha reportado 

anteriormente que el exceso de BDNF tiene efectos contraproducentes sobre la 

cognición (Cunha et al., 2009) por otra parte esta misma sobre-activación tiene 

efectos positivos en el animal viejo, como se ha demostrado al inyectar BDNF para 

favorecer la retención del CAS (Castillo et al., 2006).  
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9. CONCLUSIONES 

 Bajo condiciones de aprendizaje fuerte, la inhibición de la HDAC1 en la corteza 

insular mejora el establecimiento de la memoria aversiva gustativa en animales 

envejecidos, pero evita la adecuada formación de ésta en animales jóvenes. 

 En condiciones débiles de aprendizaje, la inhibición de la HDAC1 en la corteza 

insular favorece el establecimiento de la memoria aversiva gustativa en 

animales jóvenes. 

 En condiciones de aprendizaje fuerte, la inhibición de la HDAC1 en la corteza 

insular favorece la formación de la memoria de reconocimiento en animales 

viejos, mientras que se bloquea en animales jóvenes. 

 Las condiciones débiles de aprendizaje junto a la inhibición de la HDAC1 en la 

corteza insular potencia la memoria en animales jóvenes. 

 No existe modificación en la cantidad de fibras positivas a Tirosina Hidroxilasa 

en la corteza insular de animales envejecidos 2 h post-inhbición de la HDAC1. 

 No existe modificación en los niveles de expresión de mRNA de Tirosina 

Hidroxilasa (Th) y del Factor Neurotrófico Derivado del Cerebro (Bdnf) a las 4 h 

post-adquisición (5.5 h post-inhibición de la HDAC1). 
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11. ANEXOS 

11.1 Estandarización de condiciones para PCR. 
Estandarización de condiciones para oligonucleótidos por PCR punto 

final. Los oligonucléotidos empleados fueron los siguientes: 

BDNF-F 5’-TAAATGAAGTTTATACAGTACAGTGGTTCTACA-3’ 
BDNF-R 5’-AGTTGTGCGCAAATGACTGTTT-3’ 
Actb-F 5’-CCTCCCTGGAGAAGAGCTATG-3’ 
Actb-R 5’-TTACGGATGTCAACGTCACAC3’ 
TH-F 5’-GTGGAGTTTGGGCTGTGTAA-3’ 
TH-R 5’-TTGGCATCACTGAAGCTCTC-3’ 

 

Mezcla de reacción. Para una reacción se requiere lo siguiente: 

Componentes del Master Mix (GeneAmp ® RNA PCR Core Kit, Cat. N8080143): 

- Buffer (10x) 2.0 µl 
- Mg2+ 50 mM 0.8 µl 
- dNTPs  0.5 µl 
- H2O          12.6 µl 
- Taq pol  0.1 µl 
- Oligo F 10 µM 1.0 µl 
- Oligo R 10 µM 1.0 µl 
 

Los oligos F y R se adicionaron al Master Mix para cada uno de los genes a 

analizar. Finalmente a 18 µl de mezcla de reacción se le adiciona 2 µl de cDNA. 

Se eligieron 4 temperaturas de reacción para cada gen: 58, 60, 62 y 64 °C 

con sólo una repetición por temperatura. Los controles negativos se realizaron de 

la misma forma en la que fueron realizadas las muestras, sólo que en lugar de 

cDNA se adicionó 1 µl de agua libre de RNAsa y éstos reaccionaron a 64 °C. 

El termociclador se programó con 1 ciclo de 5 min a 95 °C; 40 ciclos de 30 s 

a 95 °C, seguido de 1 min a cada una de las temperaturas seleccionadas (58, 60, 

62 ó 64 °C) posteriormente 35 s a 72 °C; finalmente 1 ciclo de 7 min a 72 °C 

seguido de tiempo indefinido a 23 °C. 
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Gel de agarosa 2% para observación de productos de amplificación. 
Soluciones empleadas. Buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) 5x. Se preparó a una 

concentración final de 445 mM Tris base, 445 mM de borato y 10 mM de EDTA 

aforado con agua libre de DNA y RNAsa. 

El gel se preparó con 2 g de agarosa en 100 ml de TBE 0.5x, se calentó la 

mezcla para que la agarosa se suspendiera, posteriormente se adicionó 1 µl de 

GelRed. 

Terminada la PCR punto final, se adicionaron de 3 a 5 µl de buffer de carga 

y se cargaron las muestras en el gel; para el marcador de peso molecular se 

adicionó 1 µl. Se corrió el gel a 75 V hasta que el azul de bromofenol llegó 

aproximadamente a la mitad del gel (aproximadamente 1 h). 

Una vez terminado el corrimiento del gel, se observó en cámara de luz UV. 

La presencia de las bandas sugirió que la mejor temperatura de amplificación para 

los tres genes: Bdnf, Th y Actina b (Actb) fue de 60 °C, además de que 

corresponde al promedio teórico de los oligonucleótidos, figura 11.1. 

 

 
Figura 11.1. Estandarización de oligonucléotidos. Se realizó la extracción del tejido 
(estriado, corteza insular e hipocampo) de 2 ratones intactos jóvenes para estandarizar la 
reacción de PCR. En A se muestra en el gel la integridad de RNA, observándo las bandas 
características que corresponden a los RNA ribosomales 28S y 18S. En B se muestra el gel 
correspondiente a  PCR punto final de cada uno de los genes de interés (Bdnf, Th y Actina b) 
analizados en la corteza insular. 
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 Una vez determinada la temperatura de amplificación (60 °C) se realizó 

qPCR para la cuantificación de mRNA, figura 11.2. Por un lado se observó, 

gracias a las curvas de disociación, que los amplicones son específicos para cada 

gen, ya que sólo se observaron 3 picos, figura 11.2 C, correspondientes a cada 

uno de los genes analizados, por otra parte se aprovechó el análisis para 

cuantificar los niveles de mRNA de dos animales intactos, mostrando un evento 

esperado: un nivel alto de mRNA de Th  en estriado en comparación con el 

existente en la corteza insular o el hipocampo, esto ocurre de manera contraria 

para Bdnf. 

 
 

 
Figura 11.2. Realización de qPCR en ratón intacto joven. En A se muestra la curva de 
amplificación de cada muestra realizada por cuadruplicado, observándose que todas las 
muestras llegan a una meseta de amplificación. En B se observa sólo la curva de amplificación 
de actina b, mostrando homogeneidad en la amplificación de cada una de las muestras. En C 
las curvas de disociación indican que los amplicones son únicos para cada uno de los genes 
analizados, ya que sólo se observan 3. En D la gráfica corresponde a lo obtenido por análisis 
según el método de ΔΔCT, se observa que existe una gran cantidad de mRNA de Th en 
estriado, mientras existe poco en la corteza insular e hipocampo, ocurriendo lo contrario para el 
mRNA de Bdnf. Corteza insular (IC), Estriado (STR), Hipocampo (HIP). 
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11.2 Constancias 
 
 
El alumno recibió la capacitación adecuada para el trabajo con los animales de 
experimentación. 
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11.3 Congresos 

 
 

 
 

Parte de los resultados del presente proyecto, fueron enviados, 
aceptados y presentados en el 44th Annual Meeting y en el 45th 
Annual Meeting de la Society for Neuroscience, celebradas en la 

ciudad de Washington D.C. del 15 al 19 de noviembre de 2014 y en la 
ciudad de Chicago del 17 al 21 de octubre de 2015 respectivamente, 

con los siguientes títulos: 
 

2014 
“The inhibition of histone deacetylase rescues synaptic 

plasticity and memory function in aged mice” 
 

G. Ramirez-Mejia, P. Moreno-Castilla, L. Rodriguez-Duran, M.L. 
Escobar, F. Bermudez-Rattoni. 

 
 

2015 
“Age-dependent effect of histone deacetylase inhibition on 

synaptic plasticity and memory” 
 

G. Ramirez-Mejia, P. Moreno-Castilla, L. Rodriguez-Duran, M.L. 
Escobar, F. Bermudez-Rattoni. 
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