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Resumen

La memoria es una de las funciones mas importantes del cerebro, gracias a esta somos
capaces de retener la informacion del medio que nos rodea y abstraerla para ser utilizada
en situaciones similares o como marco de referencia durante la toma de decisiones.

A pesar de su importancia, la memoria es una de muchas funciones fisioldgicas que se ve
afectada con el envejecimiento natural de un organismo. Anteriormente se creia que este
deterioro se limitaba a individuos particularmente viejos, sin embargo, evidencia reciente
seflala que el deterioro cognitivo relacionado con la edad empieza desde edades
relativamente tempranas, si bien de forma mucho menos severa.

A raiz de esto varios grupos de investigacién se han dado a la tarea de encontrar posibles
culpables del deterioro cognitivo y posibles terapias que pudiesen aminorar el efecto de
este sobre la vida de los individuos afectados. Se ha identificado al sobre entrenamiento
como un buen candidato a una especie de terapia preventiva que amortigua el efecto del
envejecimiento sobre la cognicién. Aunado a esto estudios en cerebros humanos de edad
avanzada han demostrado un deterioro dopaminérgico importante que podria
correlacionar en cierta medida con el déficit observado.

A raiz de esto nos dimos a la tarea de probar animales de edad avanzada en un protocolo
de memoria espacial, el laberinto acuatico de Morris, tanto en un protocolo tradicional de
entrenamiento de cuatro dias como en uno de nueve dias, con la intencidon de encontrar
una mejoria en su desempefio. Ademas los ratones fueron tratados con el agonista
dopaminérgico SKF38393 a esperas de aminorar el posible deterioro dopaminérgico y
mejorar la conducta de estos animales. El farmaco fue inyectado por via intraperitoneal
inmediatamente después de cada sesién de entrenamiento.

Los resultados demuestran que el entrenamiento prolongado tiene un claro efecto sobre
el desempeno de ratones jovenes, no asi de animales envejecidos. La estimulacién
dopaminérgica tiene un efecto positivo sobre el desempeno de animales viejos
comparados con los controles de soluciéon salina, sin embargo este mismo tratamiento
afecta de manera negativa el desempeiio de ratones jévenes.

Concluimos entonces que la dosis administrada puede complementar déficits
dopaminérgicos que pueden estar afectando el desempefio de animales viejos, mientras
gue en animales jévenes esta misma dosis puede estar desencadenando una respuesta
homeostatica que desensibiliza a las neuronas afectadas y empeora el desempeiio de
estos ratones.



“For when we define, we
seem in danger of circumscribing nature within the

bounds of our own notions”

From A Philosophical Enquiry into
the Origin of Our Ideas of the Sublime

and Beautiful

Edmund Burke

Capitulo 1
Breve historia del estudio de la memoria

Una de las funciones mds importantes del cerebro, uno de los érganos mds particulares y
complejos del cuerpo humano, es la creaciéon y retencion de imdagenes representativas del
mundo que lo rodea, utilizando informacién proporcionada por la gran variedad de
sistemas sensoriales a su disposicién, con el objetivo de adaptar la conducta a las
tribulaciones de dicho mundo. A este proceso se le conoce como aprendizaje en la fase de
creacién de representaciones y memoria a la retencion de dichas representaciones a lo

largo del tiempo (Dudai, 2002).

El estudio del aprendizaje y la memoria puede dividirse en dos niveles igualmente
importantes: conductual, es decir la forma en que actda un organismo en pos de su
entorno (Chance, 2001) y el nivel al cual se codifica la informacién de la cual emerge la
conducta, es decir, las relaciones celulares y moleculares que se llevan a cabo en el
cerebro a raiz de la experiencia. Ambos niveles se estudian desde puntos de vista
diferentes, sin embargo, estan intimamente entrelazados entre ellos y el estudio de la
memoria requiere de ambos para llegar a conclusiones empiricas satisfactorias (Dudai,
2002). Aunado a esto, la memoria no se compone de un solo sistema fisioldgico, sino de

un conjunto de funciones cerebrales repartidas a lo largo y ancho del encéfalo que se



dedican a clasificar, codificar, almacenar y recuperar informacion recabada de la
experiencia (Carrillo-Mora, 2010): el sabor de una fruta, la voz de un ser querido o el olor

de una flor, por mencionar ejemplos sencillos.

Por tanto, el estudio de la memoria es altamente complejo e histéricamente es
relativamente reciente; Hermann Ebbinghaus, a finales del siglo XIX, fue el primer
psicélogo en proponer el estudio experimental de funciones cognitivas “superiores”
particularmente la memoria: usdandose a si mismo como sujeto de estudio estandarizé
personalmente una prueba de retencidon de silabas sin sentido, logrando asi describir
conceptos actualmente en uso como la curva de aprendizaje y en yuxtaposicion, la curva

de olvido (Wozniak, 1999).

Ebbinghaus seria el primero de una serie de psicélogos dedicados al estudio experimental
de las funciones cognitivas, incluyéndose la memoria. A principios del siglo XX Ivan Pavlov
y Edgar Thorndike comenzarian estudios experimentales en animales que darian pie a la
corriente conocida como conductismo, los conductistas argumentaban que la conducta
era un sujeto de estudio que podia ser descrito con la misma especificidad que un
fendmeno fisico (Kandel, 2000), ambos disefiaron experimentos en el que la conducta de
un animal era modificada a través de aprendizaje asociativo, en el caso de Pavlov, el
animal aprendia a asociar estimulos con una consecuencia fisioldgica directa con
estimulos sin consecuencias fisioldgicas, produciendo asi una respuesta condicionada, a
este paradigma se le conoce como condicionamiento clasico (figura A) y paso a ser una de

las herramientas mas basicas del estudio de la memoria (Domjan, 1998).

Sin embargo, el conductismo consideraba que la conducta era el Unico aspecto de la
cognicién que podia ser observado y por tanto estudiado, los mecanismos por los cuales el
cerebro llevaba a cabo modificaciones a la conducta se consideraban una caja negra
incapaz de ser estudiada, seria hasta mediados de siglo que esta visidn seria refutada

filosofica y cientificamente (Milner, 1998).
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Figura A Esquema del condicionamiento cldsico Pavloviano en el que la salivacion
innata de un perro es asociada al sonido de un metrénomo. Modificado de Domjan,

1997.

A pesar de los descubrimientos de Broca y Wernicke, que habian relacionado éareas
determinadas del cerebro con funciones especificas, una de las principales areas de
debate en psicologia era la especificidad con la cual el cerebro llevaba a cabo sus
funciones. Jean Pierre Flourens sostenia que el cerebro era un érgano equipotencial, es
decir, que cualquier parte del cerebro era capaz de llevar a cabo cualquier funcién mental
(Pearce, 2008). En su defecto, la teoria de la localizacién cortical consideraba que cada
facultad mental se veia reflejada en una locacién especifica del encéfalo, incluso, algunos
seguidores de esta corriente consideraban que las diferentes facultades mentales podian
verse representadas en el crdneo y la personalidad de un hombre podia conocerse
midiendo su cabeza (Milner, 1998)(Figura B). Uno de los mas importantes psicodlogos
americanos del siglo pasado, Karl Lashley, se dispuso a buscar evidencia experimental que
probara alguna de las dos interpretaciones (Kandel, 2000), lesionando selectivamente la
corteza de ratas de laboratorio, dispuso a encontrar areas especificas encargadas de la

formacién y almacenaje de la memoria (Carrillo-Mora, 2010), concluyendo que no existia
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ningln area especifica para estas tareas y que la Unica diferencia entre las capacidades
mnémicas de los animales provenia de la extensién de la lesiéon provocada y no de la

ubicacion de esta, bautizando dicha premisa como la ley de accién en masa (Milner, 1998).

Figura B, Mapa de la cognicidn humana de acuerdo a Gall, se observan varias de las
cualidades que Gall sostenia podian medirse en el craneo, como la espiritualidad o el

ingenio. Museo de Etnologia de Hamburgo.

El acercamiento experimental de Lashley hacia la memoria seria emulado por
neurocirujanos en los 50’s, particularmente Wilder Penfield, quien estimulaba
eléctricamente la corteza de pacientes parcialmente sedados, antes de llevar a cabo
cirugias de ablacién de focos epilépticos. Los pacientes estimulados reportaban escuchar
voces 0 musica, ver imagenes y en general tenian experiencias similares a suefios cuando
el 16bulo temporal del cerebro era estimulado (Siegel, 2006). Penfield fue el primero en
obtener evidencia de que los procesos de memoria podrian ser localizados, sin embargo
su trabajo fue puesto en duda pues los pacientes que mostraban respuestas mnémicas a

la estimulacion eran aquellos cuyos focos epilépticos se situaban en el Iébulo temporal,
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por lo que tales experiencias bien podrian haber sido resultado de eventos epilépticos .
Evidencia contundente de la participacion del I6bulo temporal en procesos de aprendizaje
y memoria emergeria del estudio de pacientes a quienes se les habia removido
quirargicamente buena parte de dicha estructura como tratamiento para casos de

epilepsia y en algunos casos, psicosis (Kandel, 2000).
El paciente H. M. Taxonomia de la memoria.

El caso clinico de H.M. es una de las piedras angulares del estudio de la memoria, la
descripcién de sus discapacidades cognoscitivas resultado de la remocidn quirdrgica
bilateral del I6bulo temporal de su cerebro daria evidencia clara y contundente de una

clasificacién anatomica y tedrica de la memoria.

H.M. Sufria de epilepsia severa a raiz de un accidente en bicicleta durante su infancia, sus
crisis epilépticas empeoraban gradualmente y se le consideraba “totalmente
incapacitado” (Scoville, 1957). A raiz de esto fue sometido a un procedimiento quirdrgico
en el cual, por medio de incisiones en su frente, gran parte del I6bulo temporal fue
removido bilateralmente, entre las estructuras removidas se encontraba la corteza
temporal medial, la amigdala y dos terceras partes del hipocampo (Siegel ,2006), en una
incision que abarcaba alrededor de 8 cm (Scoville, 1957) (Figura C). Si bien las crisis
epilépticas del paciente se redujeron significativamente, H.M. era totalmente incapaz de

formar nuevas memorias, es decir, sufria de amnesia anterégrada.
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Figura C. Izquierda, ilustracion original de la neurocirugia llevada a cabo sobre H.M.
tomada de Scoville, 1957. Derecha, representacion de la lesion del H.M. en diferentes
cortes coronales (de rostral a dorsal de arriba abajo) comparada con un cerebro intacto,
se observa pérdida importante de estructuras esenciales del I6bulo temporal.

Modificado de Kandel, 2000.

Brenda Milner estudio a H.M. por mas de 40 afios, probando su memoria y capacidad
intelectual, utilizando diferentes pruebas psicoldgicas fue capaz de elucidar la extensién
de la discapacidad mnémica de H.M. Su memoria a corto plazo se encontraba intacta, si se
le presentaba una serie de numeros y se le permitia repetirlos en su cabeza sin
interrupciones, el paciente era capaz de recordarlos sin problema por periodos de hasta
15 minutos, sin embargo si se le distraia, perdia toda nocién de los numeros e incluso
olvidaba que estaba llevando a cabo una prueba psicoldgica (Scoville, 1957). Era posible
concluir, por tanto, que la memoria a corto plazo de H.M. estaba intacta, mas la memoria

a largo plazo parecia estar perdida. Al comparar la lesion de H.M. con la de otros pacientes
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con lesiones menos extensas o unilaterales, era evidente que la memoria a largo plazo
dependia de ciertas estructuras dentro del Iébulo temporal, especificamente del
hipocampo. Para H.M. la informacién perceptual estaba intacta (su coeficiente intelectual
era incluso un poco mayor al preoperatorio), sin embrago, dicha informacién se tornaba
inasequible tan pronto como 30-40 segundos después de haberse obtenido, sugiriéndose,
una distincién entre un proceso de memoria primario que decae rdpidamente y un
segundo proceso traslapado en el que la memoria se almacena durante largos periodos de

tiempo: memoria a corto y largo plazo (Milner, 1998).

Sin embargo, la memoria a largo plazo de H.M. no estaba completamente perdida, cuando
Milner probd las habilidades motoras de H.M. noto que era capaz de mejorar con la
practica (Kandel, 2000) (Figura D), presentando curvas de aprendizaje normales, sin
embargo, cuando se cuestionaba al paciente sobre las pruebas, no recordaba las sesiones
de practica anteriores, independientemente de su mejoria (Purves, 2004). Mas adelante
Milner y otros demostrarian que las habilidades motoras no eran las Unicas intactas en
pacientes amnésicos, sino también habilidades visuales que hoy en dia se conocen como
“priming” y que estas habilidades intactas probablemente residian en dreas del cerebro
independientes del I6bulo temporal (Milner, 1998), especificamente del hipocampo. De
manera similar, H.M. (y varios otros pacientes con lesiones similares) demostraban
recordar episodios de su pasado de forma fiel, tanto su nifilez como eventos de un par de
afios previo al procedimiento de remocion del Iébulo temporal: la remocién de
estructuras vitales para la formacién de memorias parecia no tener influencia en el
recuerdo de memorias antiguas, concluyéndose que el sitio final de “almacenaje” de Ila
memoria no necesariamente recae en el hipocampo, corteza temporal o amigdala (Purves,

2004).
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Figura D. En una tarea motora, en la que se completa un dibujo mientras se observa en
el espejo, H.M. mostraba una franca mejoria con la prdctica. Modificado de Milner,

1998.

El caso H.M. revolucionaria el campo de la neuropsicologia, particularmente el estudio de
la memoria; andlisis de las diferentes capacidades mnémicas de pacientes amnésicos y
trabajos experimentales permitirian la creacién de una “taxonomia” de la memoria basada

en evidencia no sélo psicoldgica sino también bioldgica (Milner, 1998).
Categorias cualitativas de la memoria a largo plazo

La mayoria de los autores coinciden en una division fundamental de la memoria basada en
el estado de consciencia presente durante la recoleccion de dichos recuerdos (Dudai,
2002): Memoria declarativa, que es recordada de manera consciente y memoria no
declarativa o implicita, que es evocada de forma inconsciente. Ambas tienen diferentes

correlatos anatdmicos y sirven funciones muy distintas.

La memoria declarativa es la mas parecida al término coloquial de memoria, es
dependiente del I6bulo temporal, particularmente del hipocampo y otras estructuras del
I6bulo temporal medial y es responsable de almacenar informacion concreta sobre hechos

y eventos. La memoria declarativa es de caracter representacional, da un medio con el
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cual modelar el mundo y como modelo del mundo puede ser verdadera o falsa (Squire,
2004). Puede subdividirse en dos sub-clases: memoria episddica que contiene informacién
de “cuando” y “como”, como podria ser el recuerdo de un cumpleafios o el aspecto de un
ser querido; y memoria semdntica que contiene aquella informacién que puede
describirse como conocimiento abstracto (Siegel, 2006), por ejemplo la capital de un pais
o eventos histéricos. Si bien es dificil o incluso imposible considerar que una animal es
consciente y por tanto definir qué aspectos de la memoria animal corresponden a
memoria declarativa, los modelos de esta memoria en animales buscan probar la
existencia de memoria “similar” a la episddica. Un objetivo un tanto mds modesto pero
mas factible, en el que se ignora el tema de la consciencia (Dudai, 2002). Un enfoque
desde este punto de vista recomienda explorar la conducta natural de un animal y buscar
situaciones en las que la memoria episddica podria ser de utilidad; por ejemplo, la
construccion de representaciones internas del mundo y la ubicacién del animal basada en
esta representacién, a menudo examinada en laboratorios por medio de laberintos. (Bird,

2008).

La memoria no declarativa o implicita es la base en los cambios en la conducta referentes
a habilidades especificas como operar herramientas, es dependiente de la practica y se
observa en la creacién de habitos. En este tipo de memoria la conducta se modifica con la
experiencia, sin embargo la conducta cambia sin “proveer acceso consciente a los ensayos
anteriores” (Schacter, 1994). Muchas formas de memoria no declarativa pueden
observarse y ser estudiadas en invertebrados carentes de hipocampo (y I6bulos frontales)

y se consideran los tipos de memoria mas antiguos (Milner 1998).

De manera similar a la memoria declarativa, la memoria implicita se puede subdividir en
cuatro clases: el priming fue uno de los primeros sistemas de memoria no declarativos
reconocidos (Squire, 2004). Es la capacidad de detectar o reconocer un estimulo basado
en encuentros previos con dicho estimulo (Kandel, 2000) y esta ampliamente estudiado en
sujetos humanos por medio de pruebas en la que se presenta una serie de imagenes o
palabras y mas tarde versiones alteradas de estas mismas, buscando que el sujeto sea
capaz de identificarlas rapidamente aun estando estas incompletas (Tulving, 1990). El
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priming es una de varias pruebas que estd intacta en pacientes amnésicos y en parte fue
descubierto al ser observado en dichos pacientes (Milner, 1968) (Figura E.) Por medio de
tomografias por emisién de positrones se ha localizado a la neocorteza como la estructura

de la cual depende el priming (Yasuno, 2000).

Figura E, Priming de figuras incompletas aplicado a H.M. Arriba los sets de figuras
presentados, la prueba consiste en determinar la identidad de la figura contdndose el
numero de errores, abajo los resultados de H.M. contra controles no amnésicos, se

observa una curva de aprendizaje igual en ambos grupos. Modificado de Milner, 1968.

Las memorias de habitos o ligadas a habilidades también son ejemplos de memoria
intacta en pacientes amnésicos, se trata de memorias que se forman de manera gradual
con la repeticién y son de caracter motor. Esta clase de memorias son cominmente
llamadas “habilidades”, como puede ser manejar un automoévil (Squire, 2004). Esta clase
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de memorias son dependientes del cuerpo estriado y se han observado disociaciones
importantes entre memoria declarativa y memorias de habito en pacientes tanto
amnésicos como con mal de Parkinson (donde el cuerpo estriado se ve severamente
dafiado), en estas pruebas el paciente amnésico obtiene resultados comparables con
aquellos obtenidos con un paciente control sano, sin embargo es totalmente incapaz de
recordar haber participado en la prueba, en contraste, pacientes con mal de Parkinson
avanzado recuerdan las pruebas, mas los resultados de las mismas se ven severamente

limitados (Knowlton, 1996).

Otra forma de memoria no declarativa es aquella estudiada por el condicionamiento
clasico, donde la asociacion inconsciente entre estimulos es clave (Kandel, 2000). Esta
misma puede subdividirse en dos clases dependientes de diferentes circuitos cerebrales:
Aquellos dependientes del cerebelo y por tanto de reflejos musculares y esqueléticos,
como puede observarse en estudios clasicos de condicionamiento del parpadeo (donde un
arco reflejo es asociado a una luz o sonido) y los dependientes de la amigdala, donde el
animal proporciona un valor emocional positivo o negativo a un estimulo

(condicionamiento al miedo y otros) (Squire, 2004).

Una ultima categorizacién de la memoria implicita yace en el aprendizaje no asociativo,
observado en procesos como la habituacién o la sensibilizacion originalmente estudiados
por Kandel (2000) en el gasterépodo marino Aplysia, carente de concha, aplysia tiene un
sifén y agallas expuestas que al ser tocadas se retraen brevemente producto de un reflejo
muscular. Si el estimulo tactil se repite continuamente el animal retrae sus érganos por un
periodo de tiempo cada vez menor, es decir, se habitia (Pinsker, 1970). Alternativamente
si el estimulo tactil es reemplazado por un estimulo nocivo, como un toque eléctrico, el
animal retrae sus drganos por mas tiempo, es decir, se sensibiliza (Pinsker, 1973). Ambos
paradigmas son formas de aprendizaje en las que no es necesaria la asociacién de dos o

mas estimulos, sino son productos de reflejos innatos del gasterépodo (Figura F).

A mediados del siglo pasado, paralelamente al descubrimiento y caracterizacion de los

diferentes sistemas de memoria ya mencionados, el estudio de la memoria tornaria a
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incorporar a la biologia molecular con el afan de descubrir los componentes de lo que los
conductistas habian definido como una caja negra: las modificaciones celulares y

moleculares que se llevaban a cabo en el encéfalo y subyacerian la formacién de la

memoria.
Memoria
< L .
Declarativa No declarativa
i i 2t Primin ’ abi Condicionamiento Aprendizaje
Episodica Semantica g Habitos il
Lébulo Temporal Estriado Neocorteza Amigdala Arcos reflejos

Figura F, Representacion esquemadtica de los tipos de memoria y su correlato

anatomico. Modificado de Purves, 2003 y Milner 1998.

Bases moleculares de la memoria

A fines del siglo XIX Santiago Ramdn y Cajal postularia la base de lo que hoy en dia es
conocido como la teoria neuronal, sus cldsicos estudios histoldgicos revelarian Ia
naturaleza de las células que componen al cerebro, las neuronas, unidades discretas que
forman conexiones unas con otras (sinapsis) creando redes a lo largo y ancho del cerebro.
Para entonces era sabido que estas células eran incapaces de dividirse, lo que llevo al
histélogo a pensar que el aprendizaje no podria ser producto de la apariciéon de nuevas
neuronas, sino del fortalecimiento de las conexiones entre ellas por medio del crecimiento

de nuevas ramas y redes (Milner, 1998).
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Esta corriente de pensamiento seria retomada por Donald Hebb en 1949, en uno de los
textos pilares del estudio moderno de la memoria: “The Organization of Behavior” (La
Organizacion de la Conducta), en él, Hebb postula las bases de lo que hoy conocemos

como plasticidad sinaptica:

“Cuando un Axén “A” estd lo suficientemente cerca para excitar una neurona B y
participa repetida o persistentemente en su activacion, un proceso metabdlico o
de crecimiento toma lugar, ya sea en una o ambas células, incrementando la

eficiencia de A para excitar a B” (Hebb, 1949)

Es decir, los circuitos neuronales tienen la capacidad de modificarse en respuesta al uso y

la experiencia, una capacidad vital en términos de aprendizaje (Feldman, 2009).

A luz de los postulados de Hebb, surgieron varias preguntas sobre el caracter celular y
molecular de la plasticidad sindptica: éLos cambios en la fuerza sindptica pueden
observarse a largo plazo?, équé mecanismos moleculares son responsables? y ¢De qué

depende el paso entre memoria a corto plazo y memoria a largo plazo? (Milner, 1998).

Los primeros acercamientos a estas interrogantes provinieron desde un contexto
reduccionista, en aquel tiempo era practicamente imposible descifrar las miles de
conexiones, tanto aferentes como eferentes, de un area de interés como el hipocampo
con el resto del encéfalo (Kandel, 2002). Experimentando con sistemas nerviosos
“sencillos”, es decir, con un numero relativamente reducido de neuronas de tamafio
considerable y pertenecientes a invertebrados que, si bien no gozan de sistemas nerviosos
demasiado sofisticados, son perfectamente capaces de exhibir conductas propias de la
memoria no declarativa, como condicionamiento clasico y aprendizaje no asociativo.
Ademas estas conductas exhibian una temporalidad similar a la encontrada en otros
organismos, si la tarea se efectuaba pocas veces la conducta duraba un lapso corto de
tiempo, sin embargo, si la tarea se repetia constantemente la conducta permanecia por

horas o incluso dias. (Kandel, 1982).
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Entre las primeros descubrimientos realizados sobre estos organismos se encontré que
ciertas conductas sencillas como la habituaciéon o sensibilizacion se veian reflejadas de
manera directa en circuitos neuronales, y estos mismos circuitos resultaban ser los
encargados del arco reflejo normal del organismo: El aprendizaje modificaba la accién de
un circuito muscular, no existia una serie de neuronas encargadas de dicha memoria, sino
qgue el almacenaje de la memoria no declarativa esta embebida en las mismas neuronas
que subyacen la conducta (Milner,1998). De manera especifica, Kandel y colaboradores
descubrieron que en un protocolo de habituacién existen, a grandes rasgos, tres tipos de
neuronas involucradas: neuronas sensoriales encargadas de detectar estimulos tactiles,
neuronas motoras que inervan musculos y provocan su contraccion y finalmente,
interneuronas que modulan la interaccion entre sensoriales y motoras. Durante la
habituacidn las neuronas sensoriales involucradas en el reflejo innato se “deprimian”, es
decir, sus disparos eran menos frecuentes y por tanto, la accién de motoneuronas rio
abajo se disminuia, traduciéndose en una conducta mas laxa. Esta depresién resultd ser
mediada por una disminucion en el nimero de neurotransmisores excitadores (glutamato)
liberados por estas neuronas, esta liberacién (junto con la recepcion de
neurotransmisores en receptores especificos) es responsable de la comunicacién entre
neuronas adyacentes y subyace la activacion de una neurona (Kandel, 2000). Esta clase de
aprendizaje se conoce como “monosindptico” pues depende exclusivamente de una sola

sinapsis (Sensoriales con interneuronas o motoneuronas) (Figura G).
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Figura G. Esquema de la habituacion en el gasterépodo Aplysia, la estimulacion del
sifon provoca la retraccion de la branquia a través de una red neuronal relativamente
sencilla, cuando el sifén se estimula constantemente, la liberacion de glutamato en la

red se disminuye y la retraccion de la branquia es mds ligera. Modificado de Kandel,

2000.

El caso de la sensibilizacidon es un tanto mas complicado y su estudio revelaria unos de los
principios mas importantes de la memoria a largo plazo. La sensibilizacion es un proceso
heterosindptico, depende de interneuronas que conectan dos redes neuronales distintas.
Cuando un estimulo nocivo es sentido por un organismo, interneuronas de la red sinaptica
afectada interactian con otras redes aledafas, facilitando el disparo de neuronas
sensoriales pertenecientes a estas redes (Kandel, 2000). Existen al menos tres tipos de
interneuronas relacionadas con la sensibilizacidn, sin embargo, la mas importante es la

modulada por el neurotransmisor serotonina (Dudai, 2002), la serotonina liberada por las
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interneuronas interactla con receptores especificos en las post sinapsis pertenecientes a
neuronas sensoriales, estos receptores pertenecen a la familia de receptores acoplados a
proteinas G y especificamente activan la produccién del segundo mensajero AMP ciclico
por medio de la enzima adenilil ciclasa (Brunelli, 1976), dicho mensajero se une a la
subunidad regulatoria de la proteina-cinasa dependiente de AMPc (PKA), activandola,
PKA junto con otras cinasas incrementan la liberacién de neurotransmisores en las
terminales presindpticas de la neuronas sensoriales (Figura H.), es decir, el disparo de
estas neuronas se facilita por lo que estimulos sensoriales leves elicitan respuestas
motoras fuertes (Milner, 1998). Incluso, se descubrid que subunidades activas de PKA
inyectadas intracelularmente facilitaban la aparicion de la sensibilizaciéon (Castellucci,
1980), de forma opuesta, inhibidores de esta misma cinasa eran capaces de bloquear la
sensibilizacién (Castellucci, 1982). Estas primeras aproximaciones a las bases moleculares
de la memoria fueron llevadas a cabo en ensayos de memoria a corto plazo por lo que los
mecanismos que subyacian el paso entre corto y largo plazo aun se desconocian.
Anteriormente estudios farmacoldgicos en ratones y otros animales (Agranoff, 1966)
demostraron que una diferencia crucial entre ambos tipos de memoria yacia en la
necesidad de sintesis proteica de novo para la formacién de la memoria a largo plazo, al
inyectarse inhibidores de la sintesis proteica como acetocicloheximida o el antibidtico
puromicina intracerebralmente (Barondes, 1967; Flexner, 1963) en los |6bulos temporales
de ratones 5 horas antes de ser sometidos a una prueba de condicionamiento al miedo,
estos eran capaces de retener el aprendizaje por periodos cortos de tiempo, sin embargo,
si se repetia la prueba dias después, la memoria estaba completamente ausente
(Barondes, 1967), es decir, la ausencia de sintesis proteica impedia la “consolidacién” de

la memoria.

Fases de la formacion de un trazo de memoria.

Un trazo de memoria es el medio hipotético mediante el cual se almacena la memoria por
medio de interacciones biofisicas y biomecanicas entre redes formadas por neuronas. La
formacién de estos trazos se ha dividido de manera tedrica en dos grandes pasos:
Adquisicién y Consolidacién (Semon, 1921; Abel, 2001).
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La adquisicion es el primer paso en la formacién de la memoria y estd dividida en
subprocesos, el primero de ellos es la codificacién: durante la codificacion los estimulos
provenientes de la percepcion sensorial son convertidos al lenguaje neuronal, estimulos
eléctricos y quimicos pasados de neurona a neurona por medio de sinapsis. El segundo
proceso es conocido como registro, durante este, la informacidon de un estimulo lo
suficientemente relevante comienza a estabilizarse (comuUnmente esta informacion
decaeria en milisegundos), dando pie a la consolidacion y la formacién de un trazo de

memoria (Dudai, 2002).

Uno de los correlatos moleculares de la adqusicion mds aceptados se encuentra en los
canales idnicos y receptores transmembranales de las terminales sinapticas en las
neuronas a formar parte del trazo mnémico, modificaciones en el nimero de estas
proteinas en la terminal sindptica pueden aumentar o disminuir la excitabilidad de una

neurona y facilitar la aparicién de un trazo (Abel, 2001).

La palabra consolidacién fue originalmente acuiada por Georg Elias Miiller y su alumno
Alfons Pilzecker en su obra seminal “Experimentelle Beitrage zur Lehre vom Gedachtnis”
(Contribuciones experimentales a la ciencia de la memoria), en ella se propone que el
aprendizaje no es un proceso instantdneo sino que requiere de un proceso de
estabilizacién antes de ser fijado como una memoria (McGaugh, 2000) y que durante este
proceso la memoria es susceptible a ser alterada por distracciones, uso de farmacos o
lesiones como las encontradas en pacientes que sufren de amnesia retrograda (Lechner,

1999).

La consolidacion es entonces un proceso gradual, post adquisicién mediante el cual se

estabiliza la memoria a largo plazo (Dudai, 2004 [2]).

La consolidacion no representa a un solo proceso, consta de dos diferentes formas de
accién que se diferencian por las estructuras involucradas y los tiempos en que se llevan a
cabo. El primero de estos procesos es conocido como consolidacion sinaptica y se efectua
inmediatamente después de la adquisicion tomando entre minutos y horas para

completarse, se lleva a cabo de manera local en los circuitos involucrados con la memoria
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en cuestion y comunmente se define como un proceso susceptible a la inhibicién de la
sintesis de proteinas (McGaugh, 2000). Este tipo de consolidacién ha sido observado en
toda clase de organismos y estd ampliamente conservada desde un punto de vista

evolutivo (Dudai, 2004 [1]).

El otro proceso de consolidacion se conoce como consolidacidn de sistemas, puede tomar
desde semanas hasta meses o incluso afios para completarse e involucra una
reorganizacion de varios circuitos cerebrales que almacenan la memoria (sistemas).
Durante este proceso es posible que el trazo mnémico se relocalice a una estructura
diferente a donde se consolido sindpticamente (comUnmente una estructura cortical) e
incluso es posible que la dependencia original del trazo sobre su estructura original se
pierda (Dudai, 2004 [2]), como puede ser observado en pacientes con amnesia retrograda,
incapaces de formar nuevas memorias debido a lesiones en su l6bulo temporal pero

perfectamente capaces de recordar eventos de su pasado (Milner, 1957).

A nivel molecular, los mecanismos que subyacen a la consolidacion sindptica se conocen
de manera general y actian en continuacién directa a los mencionados anteriormente en
la sensibilizacién (que en realidad, subyacen a la adquisicién de dicha sensibilizacidon)
(Kandel, 2002). Recapitulando brevemente: la accién de neurotransmisores en la post-
sinapsis inicia cascadas de transduccidén de sefales intracelulares, particularmente vias
asociadas al segundo mensajero AMPc, éste activa a PKA que a su vez fosforila tanto
canales iénicos como mecanismos de liberacién de neurotransmisores, ambas vias
fomentan la liberacién de neurotransmisores al espacio sindptico, fortaleciendo las
conexiones de la neurona y promoviendo la formacién de un trazo de memoria (Kandel,
2000). Hasta este punto, todos los pasos de la via son dependientes de modificaciones
covalentes en proteinas pre existentes, es decir, la maquinaria genética de la neurona no
ha sido activada. Si la neurona en cuestion es estimulada repetidamente PKA se activa de
manera persistente a raiz de un decremento en las subunidades regulatorias encargadas
de reprimir su accién). PKA entonces recluta a otras cinasas y migra al nucleo donde
fosforila a la proteina de unién al elemento de respuesta a AMPc “CREB”, un factor de
transcripcion encargado de varios genes relacionados con crecimiento, ademas de
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neurotrofinas, neuropeptidos y enzimas relacionadas con la produccién de
neurotransmisores (Silva, 1998). CREB dimeriza y se une a una secuencia consenso de DNA
de respuesta a AMPc “CRE”, activando la transcripcion de los genes regulados por ésta y
eventualmente la produccion de proteinas de novo (Kandel, 2002) (Figura H.) Esta
produccién de nuevas proteinas provoca una reorganizacién morfoldgica de la sinapsis,
introduciendo nuevos receptores y mediando rutas de sefalizacion en continua
comunicacion con el nucleo neuronal. Esta remodelacién sinaptica (plasticidad) es uno de
los mas importantes candidatos de ser responsable de la estabilizacion del trazo mnémico

(Kandel, 2000).

La consolidacion es uno de los procesos mds importantes en la formacién de la memoria 'y
uno de los mas estudiados, hoy en dia se sabe que pacientes con amnesia anterdgrada
sufren no de problemas de memoria a corto plazo o adquisicidn (Spiers, 2001) sino de
consolidacién, la memoria declarativa a corto plazo es incapaz de pasar a un estado
estable pues las estructuras encargadas de la consolidacién, (hipocampo, amigdala y otras
del I6bulo temporal medial) estdn dafiadas o son indutiles. Sin embargo, la recoleccién de
eventos de su pasado independientemente a su condicidn amnésica evidencia procesos
previos de consolidacion de sistemas, los trazos mnémicos han migrado a otras areas del
encéfalo y estdn disponibles para ser evocados. Casos en que pacientes amnésicos
presentan dificultades tanto anterégradas como retrogradas serias cominmente estan
asociados a lesiones de amplio espectro, limitadas no solo al |6bulo temporal sino a areas

de la neocorteza (Dudai, 2004[2]).
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Figura H, mecanismo molecular simplificado de la consolidacion sindptica, una
interneurona serotoninérgica estimula la produccion de AMPc, desencadenando la
accion de PKA, la traslocacion al nucleo de esta y modificaciones sindpticas a largo

plazo producto de la sintesis proteica. Modificado de Kandel, 2000.
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Capitulo 2
Dopamina y memoria

La Dopamina (dihidroxifenilalanina) pertenece a una serie de moléculas conocidas como
neurotransmisores que son liberados desde una terminal pre-sindptica y estimulan a otras
células, particularmente otras neuronas que expresen receptores aptos para el
neurotransmisor liberado en su post-sinapsis (Byrne, 2004). Se encuentra expresada en
una amplia gama de organismos tanto invertebrados como vertebrados y es un
intermediario indispensable en la formacién de epinefrina y norepinefrina, ambos
neurotransmisores y hormonas esenciales en seres vivos, junto con ellos, forma la familia

conocida como catecolaminas (Siegel, 2006).

Las catecolaminas son moléculas derivadas del aminoacido tirosina y son llamadas asi
pues comparten al alcohol aromdtico “catecol”, un anillo de benzeno con dos grupos
hidroxilo adyacentes, la ruta metabdlica encargada de la sintesis de las catecolaminas esta
limitada por accién de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) que hidroxila tirosina formando
el precursor directo de la dopamina, L-dopa (Bannon, 2012) (Figura 1.) Dopamina,
Norepinefrina y epinefrina, los tres neurotransmisores producto de esta via son incapaces
de atravesar la barrera hematoencefdlica, una barrera fisica producto de uniones
ocluyentes en los vasos sanguineos que irrigan el cerebro, la manipulaciéon farmacoldgica
de estas aminas depende de moléculas con accion andloga al neurotransmisor de interés
capaces de cruzar la barrera y en el caso de la dopamina, de introduccidn de su precursor

directo, L-dopa (Kostrzewa, 2007).
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Figura I, sintesis de dopamina a partir de tirosina. Modificado de Bannon, 2012

Existen dos familias de receptores dopaminérgicos: aquellos que se parecen a “D1” y
aquellos que se parecen a “D2”, la primera familia incluye a los receptores D1R y D5R,
ambos receptores activan a adenilil ciclasa por medio de proteinas G, siendo capaces de
iniciar las cascadas de sefializacién intracelular previamente mencionadas. La familia de
receptores parecidos a D2 se compone de los receptores, D2R, D3R y D4R (Civelli, 2010).
Asi como la familia de D1, estos receptores estan unidos a proteinas G, sin embargo, el
caracter de estas es inhibitorio para adenilil ciclasa, a pesar de ello, las neuronas
dopaminérgicas se consideran de caracter modulador, es decir, no tienen un efecto
excitatorio o inhibitorio per se, pero pueden modular las interacciones y el efecto de otros
neurotransmisores de caracter excitatorio o inhibitorio (capaces de abrir y cerrar canales
idnicos) de manera sinérgica (Roesler, 2011). Diferentes agonistas y antagonistas
dopaminérgicos se utilizan en estudios farmacoldgicos y en el tratamiento de
padecimientos relacionados con la dopamina, como la esquizofrenia o el mal de Parkinson
(van Staden, 2012), existen farmacos afines a los diferentes receptores dopaminérgicos de
manera tanto generalizada como especifica, permitiendo el estudio de sus funciones de

manera detallada (Clark, 1987).
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El niumero de neuronas dopaminérgicas es relativamente limitado en comparacién al de
neuronas que expresan otros neurotransmisores, ademas estas neuronas se encuentran
localizadas en nucleos especificos del cerebro y estdn categorizadas de acuerdo a la
longitud de sus proyecciones: en primer lugar, las proyecciones locales de la retina y el
bulbo olfatorio, las proyecciones intermedias conectan diferentes regiones del hipotdlamo
o se originan en el nucleo arcuato e inervan a la hipéfisis. Finalmente la mayoria de las
neuronas dopaminérgicas tienen proyecciones particularmente largas origindndose del
mesencéfalo (Dudai, 2004 [1]): la substantia nigra y el area ventral tegmental (VTA) e
inervan diferentes zonas del cerebro, la via nigroestriatal viaja desde la substantia nigra
hasta los ganglios basales y estad fuertemente relacionada con la ejecucidén de funciones
motoras, el mal de Parkinson también esta fuertemente relacionado con esta via,
individuos afectados muestran una muerte neuronal extensa en la substantia nigra y por
lo tanto una deficiencia de dopamina en los ganglios basales. Tratamientos actuales
contra el mal de Parkinson suelen enfocarse en aliviar los sintomas por medio de
agonistas dopaminérgicos, administracién de L-dopa e inhibidores de mono amina
oxidasa, la enzima encargada de la desaminacion oxidativa de la dopamina (Olanow,
1999). La via mesocortical se origina en el VTA e inerva a la corteza, particularmente los
I6bulos frontales, se le ha relacionado con varios aspectos de la cognicion como la
motivacion, respuestas emocionales y la atencion. Esta via estd ampliamente relacionada
a sindromes psicéticos como la esquizofrenia cuyo tratamiento se centra en
administracion de antagonistas dopaminérgicos (Bannon, 2012). Por ultimo, la via
mesolimbica (Figura J.) parte del VTA e inerva al sistema limbico: hipocampo y amigdala,
entre otros, inerva también a la corteza mediotemporal, atravesando antes al nucleo
accumbens. Esta ultima via se ha considerado cldsicamente como una de recompensa,
activada en respuesta a estimulos placenteros, sin embargo, es también responsable de
mecanismos de motivacion y “deseo”. Patoldgicamente ha sido asociado a depresion

clinica y problemas de adiccién (Berridge, 1998).
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Figura J. Principales vias dopaminérgicas en el cerebro incluyendo su origen y destino. Modificado de
Okinawa Institute of Science and Technology.

Recientemente se ha propuesto que la dopamina es un elemento importante en la
formacién de la memoria, estudios en Drosophila han demostrado que neuronas
dopaminérgicas son necesarias para la formacién de memorias olfativas aversivas y
gustativas (Wadel, 2010). Estudios ex vivo han sugerido varios roles importantes para la
dopamina en la formacién de la memoria, protocolos electrofisiolégicos han encontrado
una facilitacién de la plasticidad sinaptica dependiente de dopamina en diferentes areas
del hipocampo, particularmente el CA1 (cornu ammonis 1) rico en células piramidales y el
giro dentado, ambos estrechamente relacionados con la formacién de memorias
episddicas. Es también de interés una facilitacion dopaminérgica en zonas corticales del
I6bulo temporal medial y la corteza prefrontal, en ambos casos los receptores D1 y D5
fueron estimulados para producir esta facilitacion (Jay, 2003), estudios similares en la
zona CA1 indican que la fase tardia de esta facilitacién (dependiente de sintesis proteica)

puede bloquearse por medio de antagonistas del receptor D1 (Frey, 1990). In vivo
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resultados similares se han observado por administracién de antagonistas del receptor D1
(O’Carroll, 2004), en ratones transgénicos carentes del receptor D1 (Granado, 2008) y en
animales farmacolégicamente depletados de dopamina, en estos ultimos, la facilitacidn
puede rescatarse por medio de agonistas dopaminérgicos de D1 (Yang, 2008). De forma
reciproca, se ha demostrado que el aprendizaje de ciertas tareas fortalece la actividad de
neuronas dopaminérgicas en el hipocampo, en todos los casos, la dopamina parece
ejercer un efecto indispensable en etapas relacionadas con la sintesis proteica y por ende

la formacién de memoria a largo plazo (Lisman, 2011).

Conductualmente, alteraciones mnémicas han sido observadas en diferentes pruebas en
modelos murinos, por ejemplo, transgénicos libres de dopamina son incapaces de
aprender tareas de condicionamiento al miedo (Palmiter, 2011), similarmente se ha
reportado efecto de antagonistas y agonistas dopaminérgicos inyectados al hipocampo
dorsal sobre la memoria a largo plazo de una tarea de evitacién inhibitoria, inyectado
después del entrenamiento, el antagonista de D1R, SCH, impide la formacidon de memoria
a largo plazo; De manera opuesta, el agonista de D1R , SKF, fomenta la formacién de
memoria a largo plazo aun después de entrenamientos débiles (Rossato, 2009), resultados
similares han sido observados en inyecciones intracerebrales al nucleo accumbens vy
amigdala basolateral (LaLumiere, 2005). Pruebas de reconocimiento de novedad también
son susceptibles al efecto de agonistas dopaminérgicos. Inyecciones intraperitoneales de
SKF inmediatamente después del entrenamiento fomentan la formacion de la memoria a
largo plazo e incluso fortalecen la memoria en comparacidon con animales control (de

Lima, 2011).

Resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que animales transgénicos con
un déficit dopaminérgico presentan una marcada dificultad para tanto adquirir como
consolidar la informacién y que la restauracién farmacoldgica de niveles normales de esta
molécula rescatan las tareas cognitivas previamente impedidas (Guzman-Ramos et al.
2012). En este modelo murino, que presenta una patologia semejante al mal de
Alzheimer, ratones que fueron probados en un protocolo de reconocimiento de objetos
son incapaces de reconocer la introduccidon de un objeto nuevo a su ambiente, mientras
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que sus contrapartes sanas no solo lo reconocen, sino que presentan una marcada
liberacion dopaminérgica en el momento de la presentacion del objeto nuevo. Insinuando
un correlato entre la sefalizacion dopaminérgica y la novedad, que a su vez estd
relacionada con la formacién de memoria a largo plazo. Finalmente, a los ratones con la
patologia se les administré el inhibidor de la recaptura de dopamina nomifensina, que
incrementa el tiempo de actividad del neurotransmisor en la sinapsis. Cuando a estos
animales se les estimula través del farmaco nomifensina, la conducta se recupera y es

comparable a la de animales sanos no transgénicos. (Figura K).

Ultimamente existen varias evidencias de la participacién de la dopamina en el laberinto

acudtico de Morris (MWM, por sus siglas en inglés).

32



Figura K. A Liberacion dopaminérgica en la corteza insular cuando a un animal le es presentado un
objeto nuevo dentro de un contexto familiar, La introduccion del objeto similar estd representada

por una barra negra en el eje de las abscisas.

B Estimulacién de animales transgénicos (3xTg 10M) con nomifensina recupera la conducta normal
presentada por ratones sanos (WT 10M). FO, objeto familiar. NO, objeto nuevo. ORI, indice de
reconocimiento. SS control salina. NOM experimental nomifensina. Modificado de Guzmdn-Ramos

2012.
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Laberinto acuatico de Morris

En animales, la memoria espacial es esencial para la busqueda de comida, lugares
propicios para anidar, conductas reproductivas, etc. Esta forma de aprendizaje depende
de la formacién de asociaciones entre las caracteristicas del ambiente y la formacién de
una representacion interna de su entorno con respecto a dichas asociaciones (mapa
cognitivo) (Rosa, 2003), en animales, se le considera una memoria declarativa similar a la

episddica (Morris, 2001).

Originalmente desarrollado por Richard Morris, el laberinto consiste en una tina circular
llena de agua donde nada una rata o ratén, sumergida a un centimetro bajo el agua se
encuentra una plataforma fija que el animal debe localizar para escapar del laberinto.
Fuera de la tina se colocan varias claves espaciales que el animal puede observar y con las
cuales desarrolla el mapa cognitivo que le permitird escapar del laberinto después de
aprendida la tarea (Morris, 2008). En la fase de adquisicidn, el animal es colocado dentro
de la tina y se le deja nadar durante un periodo determinado de tiempo para que busque
la plataforma, si la encuentra el animal es sacado de la tina y se le permite descansar
antes de ensayos subsecuentes, si el animal es incapaz de localizar la plataforma se le
deposita sobre ésta unos segundos y luego se le remueve de la tina. Después de un
numero determinado de dias de aprendizaje, el animal es sometido a una prueba de
memoria en la cual la plataforma es removida y el animal se coloca en la tina, si el animal
ha aprendido la tarea nadara mas tiempo dentro del cuadrante donde anteriormente se

encontraba la plataforma (Vicens, 2003).

La prueba es evaluada midiendo la latencia de los animales a la plataforma en dias de
adquisicion y midiendo el tiempo que el animal pasa en el cuadrante donde
anteriormente se encontraba la plataforma, menores latencias a la plataforma indican una
buena adquisicion mientras que un mayor tiempo en el cuadrante de interés indica una
buena retencidn de la memoria, alternativamente se pueden medir el nimero de cruces

del antiguo lugar de la plataforma y la latencia a este punto (Vicens, 2003) (Figura L).
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PRUEBA

Figura L, Representacion grdfica del laberinto acudtico de Morris. Modificado de Vicens,

2003.

Se ha demostrado una participacién esencial del hipocampo en esta tarea, animales con
lesiones de esta area demuestran graves dificultades en ella, incluso versiones virtuales de
la misma, aplicada a pacientes humanos, son dificiles de resolver para ellos (Astur, 2002).
Una de las hipétesis mas interesantes para la participacion del hipocampo en esta tarea
sostiene que existen una serie de células que se activan en relacién a locaciones
especificas con respecto a un ambiente, la activacion de estas “células de lugar”, podria
subyacer la ubicacién cognitiva de un individuo con respecto a su entorno (O’Keefe,

1971).

Varios estudios han demostrado una participacién importante de la dopamina en esta
tarea, inyecciones intracraneales dirigidas a CA1 de SCH afectaron la formacion de
memoria a largo plazo, sin afectar el desempefio de un protocolo alternativo de MWM no
espacial, alternativamente, la inyecciéon de SKF fomentd la formacién del trazo de
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memoria (daSilva, 2012; Lisman, 2011); Animales farmacolégicamente depletados de
dopamina en CA1 muestran un resultado extremadamente similar al de la accién de SCH
(Gasbarri, 1996), de igual forma, transgénicos carentes de dopamina son incapaces de
resolver la tarea, pero es posible rescatar la conducta por medio de administracion de L-

dopa (Palmiter, 2011).

Envejecimiento y memoria

En los ultimos 20 afios, la esperanza de vida en el mundo se ha incrementado en
aproximadamente 5 afios, si bien es un reflejo del desarrollo positivo en salubridad y otros
rubros, el envejecimiento constante de la poblacidon es un problema econémico y social
importante del mundo moderno, en la gran mayoria de los paises industrializados la
poblacion se concentra en grupos de edad entre los 40 y 50 aios, mientras que grupos de
edad juveniles pasan a ser minorias, agravando la magnitud del problema a futuro (World
Bank, 2013). A raiz de esto, mucho interés cientifico se ha centrado en conocer las causas

del envejecimiento desde perspectivas moleculares, evolutivas y geriatricas.

Entre los problemas mas recurrentes de la poblacidn de la tercera edad se encuentran
aquellos referentes al sistema nervioso. Enfermedades neurodegenerativas, como el mal
de Parkinson o la enfermedad de Alzheimer y la demencia senil son algunas de las muchas
patologias que aquejan predominantemente a individuos mayores (Turker, 2009), sin
embargo, incluso individuos que presentan un envejecimiento normal presentan cierta
debilidad en tareas motoras y cognoscitivas, siendo una de las mas comunes la memoria.
Andlisis post-mortem de cerebros envejecidos provenientes de individuos no dementes
revelan varias particularidades estructurales como acumulacién de lipofuscina,
proveniente de afios de peroxidacion lipidica, cuerpos de Hirano: acumulaciones
anormales de microfilamentos especialmente representados en el hipocampo y una
reduccion importante de mielina que se ha relacionado con un declive en la plasticidad
neuronal que podria correlacionar con carencias cognitivas a menudo presentes en
individuos mayores. También se observa un claro declive en la masa cerebral total,

reflejado en un incremento en el tamano de los ventriculos cerebrales, esta reduccién es
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caracteristica de la corteza prefrontal pero también estd claramente representada en el

hipocampo (Raz, 2005).

Neuroquimicamente el envejecimiento se ve acompafiado de un claro declive en todos los
sistemas monoaminérgicos, incluyendo el dopaminérgico del que se ha reportado una
disminucion de neuronas de hasta un 50% (Palmer, 1993), ademas de una disminucién
importante de DR1 y D2R en varias zonas del cerebro, incluyendo al hipocampo (Amenta

F. 2001).

En pruebas cognitivas aplicadas a adultos mayores se ha reportado que la memoria
implicita se encuentra practicamente intacta y son tareas de memoria episddica las que
demuestran el mayor declive, entre ellas, tareas de memoria espacial (Newman, 2000,
Cansino, 2009), ademds es posible generar distinciones significativas entre niveles socio
econémicos y sobre todo de escolaridad en el rendimiento en pruebas de memoria

episodica (Craik, F. 1994).

El declive cognitivo en adultos humanos solo puede evaluarse conductualmente en vida y
neuroquimico/anatdmicamente post-mortem, por lo que mucha informacién importante
no esta directamente disponible, sin embargo varios modelos animales han sido probados
en paradigmas de memoria correspondientes a los que se encuentran alterados en
adultos mayores. Tanto primates no humanos como ratas y ratones presentan un declive
similar al humano en individuos envejecidos en tareas relacionadas con la memoria
espacial (Rapp, 1997, Barnes, 1997), que correlaciona con disfunciones hipocampales
relacionadas con la edad (Ericksson, 2003). En estudios murinos se han observado
correlaciones entre una deficiencia en la facilitacion sindptica (Barnes, 1979),
particularmente en el drea C1 (Deupree, 1993) con un desempefio pobre en tareas de

memoria espacial.

En relacidn al sistema dopaminérgico se ha encontrado que la inhibicién por SCH de este
no tiene un efecto sobre el desempefo de ratas durante entrenamientos de MWM, pero
es particularmente interesante recalcar que el tratamiento inverso, por medio de

inyecciones intraperitoneales de SKF, mejord el desempefio de la tarea e incrementé la
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cantidad de acetilcolina disponible en hipocampo (Hersi, 1995). Un experimento similar
encontrd que el déficit en la potenciacidn sindptica antes mencionado puede corregirse
con un tratamiento similar de SKF observando una mejora conductual in vivo y

recuperacioén de la facilitacidn sindptica in vitro (Bach, 1999).

El fortalecimiento de la memoria es uno de los objetivos mds importantes de la
investigacion en relacién a las bases de la memoria y al envejecimiento. Distintos
protocolos conductuales y experimentales han sido capaces de facilitar la formacién de un
trazo mnémico en animales por medio de diferentes métodos. Animales sobre-entrenados
en el laberinto acudtico de Morris muestran una mejora considerable de su aptitud en la
tarea e incluso es posible observar sinaptogénesis importante en el hipocampo mediante
tinciones de Timm (tincién de moléculas de zinc presentes en células del sistema nervioso)
(Ramirez-Amaya, 2001). Farmacoldgicamente es posible elicitar una mejoria en diferentes
protocolos conductuales como la evitacidon inhibitoria o el MWM a través de receptores

glutamatérgicos (Collinridge, 2013) e incluso dopaminérgicos (Rossato, 2009).
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Planteamiento del problema

Se sabe que conforme los mamiferos envejecen su capacidad para formar nuevas
memorias se va deteriorando, si bien los mecanismos que subyacen la vejez en el cerebro
no estan del todo descifrados, se han reportado declives importantes en sistemas de
neurotransmision como el dopaminérgico. En este estudio nos hemos propuesto estimular
la actividad dopaminérgica durante el aprendizaje de una tarea de memoria espacial con
el fin de aminorar las diferencias encontradas entre el desempefio de ratones jévenes
contra ratones viejos. Alternativamente, resultados previos de nuestro laboratorio han
demostrado que el sobre-entrenamiento de una tarea de memoria espacial como el
laberinto acudtico de Morris tiene un efecto positivo en la retencién de ésta, por lo que
también buscamos mejorar el desempeno cognitivo de animales viejos a través de una

fase de adquisicion prolongada.
Hipétesis

El entrenamiento prolongado en fase de adquisicion del laberinto acudtico de Morris
contribuird al fortalecimiento de la memoria de largo plazo en ratones de nueve meses de
edad, adicionalmente, esperamos que la administracion de un agonista dopaminérgico en
estos mismos ratones potencie la consolidacidén de la memoria de largo plazo. Finalmente
esperamos que ambas pruebas reduzcan las diferencias en la conducta de animales de

edad avanzada en comparacién con su contraparte de cuatro meses de edad.
Objetivos Generales

Analizar el desempefio conductual de ratones de cuatro y nueve meses de edad al ser
entrenados en el laberinto acuatico de Morris, ademas de la retencién a largo plazo de
esta misma tarea, contrastando los efectos de un entrenamiento corto de cuatro dias y
uno largo de nueve. Adicionalmente se analizard el desempefio de animales bajo las
mismas condiciones de entrenamiento ya mencionadas bajo un tratamiento sistémico

post adquisiciéon del agonista dopaminérgico SKF38393 por la duracién del entrenamiento.
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Objetivos Particulares

e Evaluar el desempefio durante la fase de adquisicién de ratones de cuatro y nueve
meses en el laberinto acuatico de Morris utilizando un paradigma de
entrenamiento corto y uno de entrenamiento prolongado y comparar sus
desempeiios.

e Evaluar la memoria a largo plazo de los ratones ya mencionados y comparar su
desempeiio en una prueba de memoria realizada cinco dias después de la ultima
fase de adquisicion.

e Evaluar el desempefio durante la fase de adquisicidon de ratones de nueve meses
de edad administrados con SKF38393 post-adquisicidon en protocolos de
entrenamiento corto y prolongado y comparar su desempeno contra ratones de
nueve meses de edad sin tratamiento y ratones de cuatro meses de edad, también
sin tratamiento.

e Evaluar la memoria a largo plazo del grupo de ratones de nueve meses
administrado con el agonista dopaminérgico en una prueba de memoria realizada
cinco dias tras la ultima fase de adquisicion

Metodologia
Modelo Animal

Fueron utilizados 33 ratones cepa albina CD1, divididos en 6 grupos de estudio en razén
del entrenamiento utilizado y la administracién de farmaco SKF. En caso del protocolo de
entrenamiento corto se utilizaron 3 grupos: nueve meses de edad administrados con
solucién salina intraperitoneal (EC/SS 9m), nueve meses de edad administrados con
SKF38393 intraperitoneal (EC/SKF 9m) y un ultimo grupo de ratones de cuatro meses de
edad administrados con soluciéon salina (EC/SS 4m). Para el protocolo de entrenamiento
largo se utilizaron 3 grupos idénticos: nueve meses, salina (EP SS 9m), nueve meses,

SKF38393 (EP SKF 9m) y cuatro meses, salina (EP SS 4m)
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Grupos de estudio

Protocolo de entrenamiento

Entrenamiento corto (EC) Entrenamiento prolongado (EP)
Cuatro meses Solucidn salina n=5 Solucidn salina n=5
(i6venes) SKF38393 n=5 SKF38393 n=5
Nueve meses Solucidn salina n=5 Solucidn salina n=5
(edad avanzada) SKF38393 n=6 SKF 38393 n=7

Laberinto acuatico de Morris

Para las pruebas conductuales en laberinto acuatico se utilizé una tina circular metalica
con un didametro de 1.42 metros llena de agua tefiida color blanco utilizando pintura
guache no toxica, dentro de la tina se colocé una plataforma también blanca sumergida 5
milimetros bajo la superficie del agua, la plataforma es una superficie cuadrada con lados
de 12 cm de longitud y es invisible para el animal. La prueba se realizé en un cuarto
separado para evitar sonidos e interrupciones y dentro de este se colocaron varias claves
espaciales que los animales pueden utilizar para ubicarse espacialmente una vez en la
tina. Para realizar la tarea la tina fue dividida en cuatro cuadrantes imaginarios dentro de
los cuales es sumergido el animal al comienzo de la prueba. Para el entrenamiento el
ratén es sumergido en la tina dentro de alguno de los cuatro cuadrantes y se le permite
nadar durante un minuto, al término de este periodo el animal es retirado del agua y se le
coloca sobre la plataforma sumergida durante 10 segundos con el objetivo de que
aprenda la ubicacién de esta. Si el animal es capaz de encontrar la plataforma durante los
60 segundos de prueba, este es retirado del agua. Al término del minuto de prueba, o al
haber encontrado la plataforma sumergida, el animal es colocado en una toalla durante
30 segundos para permitir que descanse y una vez pasado este periodo, se deposita al
ratén en un cuadrante diferente por otros 60 segundos repitiéndose este proceso otras 2

veces hasta completar cuatro ensayos diarios, uno por cuadrante imaginario. Una vez
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terminado el entrenamiento el animal es inyectado intraperitonealmente con solucidn

salina o SKF dependiendo del grupo al que pertenece.

12cm

144cm

Figura M. Representacion esquemadtica del laberinto acudtico, a la izquierda, medidas y
representacion de la division imaginaria del tanque, a la derecha, esquema del tanque, plataforma y
claves espaciales utilizadas por el ratdn, la conducta fue video grabada por una cdmara de video

justo encima del tanque.

Este proceso se repite por cuatro dias en el caso del protocolo de entrenamiento corto o

por nueve dias, en el protocolo de entrenamiento prolongado.

Finalmente cinco dias después del ultimo ensayo de adquisicién se realiza la prueba de
memoria a largo plazo, esta consiste en el mismo protocolo que las fases de adquisicidn,

sin embargo, la plataforma es removida.

Para evaluar la memoria a largo plazo se contd el nimero de veces que el ratdon cruzo el
area donde se encontraria la plataforma, contabilizado como numero de cruces, el
tiempo que tarda cada animal para llegar al cuadrante donde estaba la plataforma o
latencia al cuadrante blanco, el tiempo que tarda en llegar al punto especifico donde se
encontraba la plataforma o latencia a la plataforma y por ultimo el tiempo total que el

animal paso nadando en el cuadrante blanco.
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Figura N. Representacion del protocolo conductual utilizado en el experimento, se utilizaron un
protocolo corto de cuatro dias y uno prolongado de nueve dias de entrenamiento seguidos por un

periodo de reposo de cinco dias y finalmente una prueba de memoria a largo plazo.

Administracion del Farmaco

Como ya fue mencionado anteriormente, al terminar cada una de las fases de
entrenamiento los animales fueron inyectados intraperitonealmente con el farmaco
SKF38393 hydrocholride SKF (Sigma-Aldrich), agonista dopaminérgico especifico de
receptores D1, en una dosis de 6mg por kilo disueltos a su vez en una mezcla de solucién
salina al 0.9% y DMSO al 0.1% (Grupos SKF). Los grupos control también fueron inyectados
después de cada entrenamiento con una mezcla de solucién salina 0.9% y DMSO 0.1%
(Grupos solucién salina). La dosis inyectada fue elegida en base a resultados previos del

laboratorio pendientes a ser publicados.
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Figura O. Protocolos de inyeccion de SKF y solucion salina utilizados para entrenamiento corto y
prolongado respectivamente, las inyecciones intraperitoneales fueron realizadas inmediatamente

después del ultimo ensayo diario de la fase de adquisicion

Analisis de datos

Tanto los ensayos en fase de adquisicion como las pruebas de memoria a largo plazo
fueron video grabadas en una camara digital Olympus FE-320/X 835/C-540 para su
posterior analisis. Los videos fueron analizados manualmente utilizando cronédmetros de la
marca Cole-Palmer (EW-94440-00). Todas las medidas se tomaron en segundos y se midid
la latencia de llegada a la plataforma durante el entrenamiento y la latencia de llegada al
cuadrante y el niUmero de cruces de la plataforma en la prueba de memoria a largo plazo.
Los datos se muestran con la media + - de error estandar. El andlisis estadistico consistid
de una prueba de analisis de varianza ANOVA multifactorial con andlisis post-hoc de
Fisher. Se compararon grupos de edades tanto por nimero de dias de entrenamiento
(cuatro dias de entrenamiento contra nueve dias de entrenamiento) como por
tratamiento farmacoldgico (SKF y solucién salina). Se considerd significativo un valor p
menor a 0.05. Finalmente el andlisis se llevd a cabo utilizando la paqueteria estadistica
Statview 4.57.
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Resultados

Efecto de la administracion del agonista dopaminérgico SKF38393 en la fase de
adquisicion del laberinto acuatico de Morris

Entrenamiento Corto

Analizando la conducta de los animales durante la fase de adquisicion del MWM es
posible discernir que el tratamiento de animales de edad avanzada con SKF
inmediatamente después del entrenamiento redujo de forma estadisticamente
significativa la latencia de llegada a la plataforma del grupo de ratones de nueve meses (V
SKF) en comparacién con sus contrapartes inyectadas con vehiculo de solucién salina (V
SS) (p<0.01). Ademas existe una interaccidn estadisticamente significativa dependiente de
la edad (p<0.01), el tratamiento, (p<0.01) y la combinacion de ambos factores (p<0.05).
Podemos concluir que todos los grupos aprenden, pero la “cantidad” de aprendizaje, es
decir la diferencia estadistica entre latencias conforme pasa el tiempo, es diferente
dependiendo de la edad y el tratamiento que recibe el animal.

Efecto de la administracion de SKF durante la adquisicion
de un entrenamiento corto
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Grafica 1 Las latencias de llegada a la plataforma de animales de entrenamiento corto
disminuye a lo largo del tiempo en todos los grupos (*p<.01). Comparando animales de
nueve meses es posible observar una diferencia significativa en el desempefo de los
dias 2 y 3 de entrenamiento (&p<.01).
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Entrenamiento prolongado

En el caso del entrenamiento prolongado el tratamiento con SKF redujo significativamente
la latencia de animales viejos, sin embargo este efecto solo se observa durante los
primeros dias de entrenamiento (p<0.01), a partir del quinto dia, el desempefio de todos
los animales tiende a una asintota, es decir, la cantidad de aprendizaje entre ellos es muy
similar. Las latencias de aprendizaje de todos los animales disminuyen significativamente a
lo largo de los dias (p<0.01) aunque la cantidad de aprendizaje pasado el cuarto dia no
alcanza a ser estadisticamente significativa. Ademas la cantidad de aprendizaje solo se ve
afectada por la edad de los animales (p<0.01), a diferencia del entrenamiento corto donde
el tratamiento farmacolégico también afectaba la conducta. Podemos concluir que el
entrenamiento prolongado reduce el déficit observado en animales viejos, al menos

durante la fase de adquisicion.

Grafica 2 Las latencias de llegada a la plataforma de animales de entrenamiento prolongado
disminuye a lo largo del tiempo en todos los grupos (*p<.01). En este caso solo se observa una
diferencia entre animales de 9 meses en el segundo dia (&p<0.01)
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Efecto de la administracion del agonista dopaminérgico SKF38393 en la memoria a largo

plazo de ratones de edad avanzada

Se realizaron tres mediciones diferentes a los animales en la prueba a largo plazo, latencia
a la plataforma, latencia al cuadrante blanco y nimero de cruces de la plataforma. Las
pruebas de latencia al cuadrante y latencia a la plataforma presentan resultados similares,
los animales jévenes control son significativamente mds rdpidos en llegar al blanco que los
animales viejos control (p<0.01), ademas esta diferencia se vuelve mas obvia cuando los
animales fueron sometidos a un entrenamiento prolongado (p<0.01), mismo que parece
no tener efecto sobre el desempeno de animales viejos. En cuanto al tratamiento
farmacoldgico es claro el efecto del SKF en la conducta de tanto animales jévenes como
viejos. En el caso del entrenamiento corto, es posible observar una tendencia a disminuir
la latencia al comparar animales viejos entre si. En el entrenamiento prolongado los
animales jovenes muestran una tendencia a empeorar en su desempeno en la prueba de
latencia al cuadrante mds no en la latencia a la plataforma. Animales viejos, disminuyen la
latencia con respecto a los controles (p<0.05) y su desempefio se acerca al de animales

jovenes.

Gréfica 3 Animales control jovenes comparados contra viejos muestran una diferencia significativa en ambos
entrenamientos (*p<0.01). El desempefio de animales viejos muestra una tendencia a mejorar cuando es
comparado contra animales control tras un entrenamiento corto, tras un entrenamiento prolongado la diferencia
entre animales viejos tratados con SKF y controles es estadisticamente significativa(&p<0.05). El desempefio de
animales jovenes tiende a empeorar cuando son tratados con SKF y comparados contra controles de salina (+p<
0.05).



La medida de numero de cruces arroja resultados similares a los ya mencionados. El
entrenamiento prolongado aumenta de manera significativa el nimero de cruces de tanto
animales jovenes como viejos (p<0.05). Los animales control viejos son significativamente
peores a los joévenes tanto en entrenamiento corto como prolongado (p<0.01), los
animales tratados viejos mejoran su desempefio comparados a los controles (p<0.01). Sin
embargo el desempeiio de animales jovenes tratados con el farmaco disminuye
significativamente contra los controles de solucién salina tras un entrenamiento

prolongado (p<0.05).

Grafica 3 Controles viejos muestran un desempefio cognitivo inferior al de animales jévenes (*p<0.01), este
déficit es reducido al tratar a los animales con SKF (°p<0.01), sin embargo este mismo tratamiento afecta el
desempeiio de animales jovenes (#p<0.05). El entrenamiento prolongado tiene un efecto positivo sobre el
desempeiio de la tarea tanto en animales jovenes como viejos (+p<0.05).
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Discusion

En este estudio hemos encontrado que tanto el entrenamiento prolongado como el
tratamiento farmacoldgico con el agonista dopaminérgico SKF38393 en animales de nueve
meses de edad pueden mejorar en cierta medida la capacidad cognoscitiva de estos,

naturalmente disminuida en comparacién con animales de cuatro meses de edad.

Efecto de los entrenamientos corto y prolongado sobre la fase de adquisicion del

laberinto acuatico de Morris en animales de cuatro y nueve meses de edad.

Previamente se ha demostrado que animales envejecidos tienen cierta dificultad para
aprender tareas de memoria espacial (incluido laberinto acuatico) en comparaciéon con
animales jovenes en protocolos de entrenamiento de cuatro dias, estos animales
resuelven las tareas para las que se les entrena en lapsos de tiempo mas largos que sus
contrapartes jévenes y a menudo se especula que la razén de esto es un déficit en su
capacidad de aprender la tarea durante el entrenamiento (Bergado et al. 2011). Nuestros
resultados muestran un resultado similar en animales de cuatro y nueve meses
entrenados por cuatro dias durante la fase de adquisicidn, donde los animales viejos
tardan mas tiempo en llegar a la plataforma sumergida. Sin embargo cuando ampliamos el
periodo de entrenamiento hasta nueve dias esta dificultad en el aprendizaje parece

contrarrestarse gracias a la repeticidn constante de la tarea.

Pasado el cuarto dia de entrenamiento todos los animales tienden a reducir sus periodos
de latencia a la plataforma de forma equitativa, independientemente de la edad e incluso
el tratamiento farmacolégico y a partir del quinto dia nuestros datos muestran que el
desempefio de los animales llega a una especie de asintota, es decir, independientemente
de las repeticiones de la fase de adquisicion el desempefio de los animales no mejora ni
empeora y podria decirse que todos los animales aprenden la ubicacién de la plataforma

escondida de igual forma.

Existen varios mecanismos que han sido propuestos para explicar este déficit en la

capacidad de aprendizaje en animales de edad avanzada, uno de ellos es el periodo de
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hiperpolarizacion de la membrana neuronal tras un disparo sindptico, este periodo
refractario es producto del bloqueo del canal de calcio tras el disparo de un potencial de
accién y durante él la neurona es incapaz de disparar un segundo potencial de accidn, en
términos generales la duracion de este periodo de hiperpolarizacidon correlaciona con la
sensibilidad de una neurona, mientras mas corto es, mas excitable es la neurona. Por otro
lado se ha demostrado que cambios en la excitabilidad neuronal pueden subyacer un
mecanismo importante para el aprendizaje. Estudios donde este periodo refractario de
hiperpolarizacion es manipulado farmacolégicamente han demostrado que un periodo
refractario corto (alta excitabilidad neuronal) mejora la tasa de aprendizaje en tareas
dependientes de hipocampo (Disterhoft et al.2006). Alternativamente se ha demostrado
gue animales de incluso ocho meses de edad muestran periodos de hiperpolarizacién mas
largos que sus contrapartes de dos meses de edad y por tanto un déficit en el aprendizaje
de tareas también dependientes del hipocampo (Kaczorowski et al. 2009), lo que sugiere
gue esta pérdida de la capacidad de modulacién de la excitabilidad neuronal existe desde
los ocho meses de edad en modelos murinos y que puede ser responsable en cierta
medida del déficit cognoscitivo que presentan en comparacién con animales mas jovenes.
Quizas el entrenamiento prolongado es capaz de reducir el impacto de esta pérdida
debido a que la repeticién constante de la tarea pueda complementar el déficit generado
por la menor excitabilidad neuronal, la asintota de aprendizaje observada en nuestros

resultados bien podria ser resultado de este efecto complementario.

Efecto del entrenamiento prolongado sobre la memoria a largo plazo en animales de

cuatro y nueve meses de edad.

Si bien el efecto del entrenamiento prolongado sobre animales de nueve meses de edad
es claro en la fase de adquisicién de la tarea de laberinto acudtico de Morris, al momento
de evaluar la retencidn mnémica a largo plazo de la tarea en estos animales no se observa
una mejoria con respecto a los animales de la misma edad entrenados en un protocolo de
cuatro dias, alternativamente la misma comparacion, esta vez entre animales jévenes, nos
muestra una tendencia a disminuir los tiempos de latencia de llegada a la plataforma de
los animales sobre entrenados, asi como un aumento en el nimero total de cruces por el
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area blanco, es decir que el sobre entrenamiento solo tiene un efecto sobre la memoria a
largo plazo en animales jovenes lo que nos lleva a sugerir una desregulacién en los
mecanismos que subyacen la consolidacion de la memoria espacial a largo plazo en

animales de nueve meses de edad.

Uno de los sistemas de neurotransmision mads afectados por el envejecimiento es el
dopaminérgico, estudios post-mortem en humanos han demostrado una disminucién de
hasta un ocho por ciento de varios marcadores dopaminérgicos como receptores D1, D2 y
transportadores de la propia molécula de dopamina (Morcom et al. 2010), también se han
reportado pérdidas de hasta un seis por ciento de neuronas dopaminérgicas en sistema
nervioso, un déficit que correlaciona con una menor disponibilidad de este
neurotransmisor en el cuerpo estriado (Dlizel, 2010). En razén a estos datos y la
incapacidad de mejorar el desempefio en pruebas de memoria a largo plazo en ratones de
edad avanzada por medio de sobre entrenamiento, se probd el efecto de agonista
dopaminérgico SKF 38393 como un método farmacoldgico para compensar la posible

degeneracion dopaminérgica de estos animales.

Efecto del agonista dopaminérgico SKF 38393 en la fase de adquisicion del laberinto

acudtico de Morris en animales de cuatro y nueve meses de edad.

Una de las principales tareas de la dopamina dentro del sistema nervioso central es la
modulacion del accionar de otros neurotransmisores, entre ellos el glutamato. Estudios
han demostrado que la memoria a largo plazo de un entrenamiento de evitacion
inhibitoria, se ve afectada cuando un antagonista del receptor D1 es inyectado intra
hipocampalmente después del entrenamiento (Rossato et al. 2009), similarmente
inyecciones en el area C1 del hipocampo de agonistas dopaminérgicos tras el
entrenamiento de una tarea de memoria especial mejoran la retencién de esta en la
prueba de memoria a largo plazo (daSilva et al. 2012). Sin embargo, también se ha
comprobado que dosis normalmente demasiado bajas para provocar una disrupcién en la

consolidacién de la memoria espacial de antagonistas glutamatérgicos y dopaminérgicos
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pueden afectar la memoria cuando son inyectados al mismo tiempo en el nucleo
accumbens (Ferreti et al. 2005), es decir, la accion de ambos neurotransmisores estd
ligada a la formacidon de un trazo de memoria, por lo que la pérdida de actividad
dopaminérgica en el cerebro envejecido podria ver afectado sistemas de

neurotransmision comunmente modulados por el sistema dopaminérgico.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio revelan que los animales de nueve meses de
edad inyectados con el agonista dopaminérgico muestran una mejoria con respecto al
grupo control de la misma edad tan pronto como al segundo dia de entrenamiento, es
justo en este segundo dia de entrenamiento que los animales control de nueve meses
muestran la mayor diferencia conductual en cuanto a tiempos de latencia con respecto a
los animales jovenes de cuatro meses. Es decir que la administracién intraperitoneal de
SKF 38393 revierte hasta cierto punto el déficit cognitivo observado en los animales

control.

El efecto del agonista dopaminérgico en la fase de adquisicion de la tarea de laberinto
acuatico podria tener varias explicaciones fisioldgicas, entre ellas, es importante
mencionar que la dopamina tiene un marcado papel en la regulacidon de aspectos de la
conducta como la motivacién y la busqueda de recompensas ademds de la sefializacion
de estimulos novedosos. Se ha sugerido que este procesamiento dopaminérgico de
estimulos novedosos podria fomentar la exploracidon de ambientes nuevos (Diizel 2010) lo
gue a su vez explicaria el por qué la activacidon dopaminérgica fomentada a través de SKF
mejora la ejecucién de la tarea durante la fase de entrenamiento en animales de edad
avanzada, durante la cual el animal debe explorar su ambiente, identificar claves

espaciales y encontrar la plataforma escondida para evitar la fatiga del nado constante.

En animales jovenes no encontramos ningun efecto del farmaco durante la fase de

adquisicion, el desempefio de éstos es igual al de los controles.
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Efecto del agonista dopaminérgico SKF 38393 sobre la memoria a largo plazo en

animales de cuatro y nueve meses de edad.

Los resultados nos muestran que la inyeccion sistémica de SKF38393, ademads de mejorar
el desempefio durante el entrenamiento, afecta de manera positiva la retencién de la
memoria a largo plazo en animales de nueve meses de edad, esta mejoria se ve reflejada
en la disminucion de los tiempos de latencia de los animales asi como un nimero mayor
de cruces por el drea blanco. Sin embargo, esta mejoria solo se ve reflejada de manera
significativa en el entrenamiento prolongado, al menos en el caso de la latencia a la
plataforma, en el caso del niumero de cruces por area blanco los resultados son
estadisticamente significativos independientemente del entrenamiento, aunque son
mucho mas contundentes en el entrenamiento prolongado. A pesar de esto existe una
tendencia importante a una reduccién de los tiempos de latencia en animales probados
por entrenamiento corto por lo que es probable que un incremento en el niumero de
animales probados para entrenamiento corto reduzca el error estandar de la prueba
llegando a un umbral de significancia estadistica e igualando los resultados del tiempo de

latencia con los del nimero de cruces.

El efecto del agonista dopaminérgico sobre la memoria a largo plazo de los ratones de
nueve meses de edad correlaciona de manera importante con resultados de otros grupos
de estudio que han descubierto que la dopamina es fundamental para el establecimiento
de la fase tardia y dependiente de sintesis proteica de uno de los correlatos fisioldgicos

mas importantes de la memoria, la potenciacién a largo plazo.

La potenciacidn a largo plazo se define como el fortalecimiento de una sinapsis a raiz de
patrones recientes de actividad neuronal y facilita la comunicacién entre neuronas, se
considera que este proceso de plasticidad sinaptica subyace la formacién de nuevas

memorias (Cooke et al. 2006).

En el hipocampo, estructura encargada del procesamiento de la memoria espacial, este
proceso esta regulado en buena medida por el receptor glutamatérgico NMDA, este

receptor es ademds un canal iénico de calcio, que al ser activado permite la entrada de
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este ion al espacio intracelular activdndose asi la cascada de la proteina cinasa
dependiente de calmodulina (CaMKII por sus siglas en inglés), que dispara varios cambios

bioquimicos responsables del fortalecimiento de la sinapsis (Lisman et al. 2011).

La potenciacidn a largo plazo se divide en dos fases dependientes de diferentes factores,
la fase temprana se caracteriza por ser transitoria y activada por la entrada de ion calcio a
la neurona, en esta fase CaMKIl y la proteina cinasa C, también activada por la presencia
de calcio, fosforilan a receptores glutmatérgicos AMPA, aumentando su actividad, ademas
se encargan de modular la insercidon de receptores AMPA adicionales hacia la sinapsis,
fortaleciéndola (Luscher et a. 2012). La segunda fase, denominada tardia, sigue de manera
natural a la fase temprana cuando el estimulo que inicio la potenciacién es lo
suficientemente fuerte. La fase tardia es dependiente de una activacién persistente de las
proteinas cinasa mencionadas anteriormente, dichas enzimas se encargan de iniciar
cascadas de sefalizacién cuyo objetivo es el nucleo celular, facilitando la transcripcién
génica y la sintesis proteica, por lo que se considera que la fase tardia de la potenciacién a
largo plazo es dependiente de la sintesis de proteinas. Como resultado de la fase tardia de
la potenciacién a largo plazo la comunicacidn entre neuronas se fortalece de manera
permanente a raiz de un incremento en el numero de dendritas, aumento en la superficie

sindptica y mayor sensibilidad post sindptica ante ligandos (Sweatt 1999).

Es justo durante la fase tardia de la potenciacion a largo plazo que se ha demostrado un
efecto modulador importante de la dopamina, tanto como modulador de la actividad
glutamatérgica como un elemento de la activacién de cascadas de sefalizacion

activadoras de la sintesis proteica.

In vitro, utilizando neuronas extraidas del hipocampo de ratas, la fase tardia de la
potenciacién a largo plazo puede ser bloqueada en presencia de antagonistas
dopaminérgicos (Frey et al. 1990), de manera similar infusiones intrahipocampales del
antagonista dopaminérgico a receptores D1 y D2, SCH, afectan la consolidacién de la
memoria a largo plazo en ratas entrenadas en una prueba de memoria declarativa, pero

solo cuando el antagonista es presentado después de la adquisicidn, cuando la facilitacion
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del trazo de memoria pasa a un estado mas permanente (Bethus et al. 2010). De forma
opuesta, un entrenamiento dependiente de hipocampo que normalmente seria olvidado
rapidamente puede ser reforzado y convertido en una memoria a largo plazo cuando SKF
es administrado directamente al drea ventral tegmental (Rossato 2009), un drea
intimamente ligada al hipocampo en lo que se conoce como el loop hipocampo/VTA (por
sus siglas en inglés). Se ha propuesto que este loop estaria ademas inervado
aferentemente por otras estructuras con actividad dopaminérgica encargadas de
respuestas conductuales asociadas a novedad y recompensa sefializando al hipocampo en
razén de estas conductas y finalizando en la facilitacién de la formacién de memoria a
largo plazo (Lisman et al. 2011). Coincidentemente el area ventral tegmental ha sido
identificada por medio de estudios de imagenologia como una de las areas donde la
neurodegeneracioén ligada a envejecimiento es mas clara, particularmente en el caso de

neuronas dopaminérgicas (Diizel et al 2010).

Resultados previos de nuestro laboratorio indican ademds una importante correlacién
entre la liberacién de dopamina con la identificacion de un estimulo novedoso, que a su
vez suponemos es un componente importante de la memoria pues podria estar
relacionado con la relevancia de un estimulo y la prioridad de que la experiencia asociada
a este estimulo pase a almacenarse a largo plazo como un trazo de memoria (Guzman-
Ramos 2010, 2012). Es posible que una relacién similar entre la dopamina y la relevancia
de la posicién de la plataforma sumergida exista en el laberinto acudtico de Morris y que

ésta a su vez facilite la formacidn de la memoria a largo plazo.

En el caso de los animales jovenes, podemos ver un deterioro en el desempefio de la tarea
cuando son tratados con SKF, es muy probable que la dosis utilizada en este estudio sea
demasiado alta para ratones de cuatro meses de edad, teniendo un efecto opuesto al
observado en ratones viejos. Quizds la sobre estimulacion del sistema dopaminérgico en
animales jovenes que aun no presentan un déficit dopaminérgico resulte en un proceso
homeostatico que reduzca la sensibilidad de las neuronas a este neurotransmisor,
dificultando asi la formacidon de nuevas memorias. Este proceso podria ser a nivel de
receptores y estar mediado por la endocitosis de receptores dopaminérgicos.
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Nuestros resultados coinciden y apoyan la hipétesis de que la dopamina es un factor
importante en la formacion de memoria a largo plazo, al menos en el caso de la memoria
espacial y que la actividad dopaminérgica en el cerebro sano va disminuyendo con la
edad, reflejdandose en un pobre desempeiio en tareas de memoria a largo plazo. Ademas,
coinciden con otros estudios que han demostrado que estos mismos déficits
dopaminérgicos pueden ser rescatados farmacolégicamente utilizando agonistas
dopaminérgicos, incluso cuando estos son inyectados intraperitonealmente, gracias a su

capacidad de atravesar la barrera hematoencefdlica.

Conclusiones

Uno de los aspectos mas interesantes del sistema dopaminérgico es que esta involucrado
en varias vias de senalizacién fundamentalmente diferentes como lo son vias motoras
nigro estriatales, vias asociadas a recompensa como el nucleo accumbens y vias
mesolimbicas relacionadas a memoria declarativa, la integracién de estas vias y la
modulacion de otros sistemas de neurotransmisién como el glutamatérgico
probablemente tengan un papel vital en la formacién de la memoria espacial, ademas
muchas de estas vias se ven afectadas de manera importante en el declive cognitivo

asociado con el envejecimiento.

El presente estudio nos demuestra que en la adquisicién y consolidacion de una tarea de
memoria espacial, el sobre entrenamiento mejora el desempefio de ratones de nueve
meses de edad llevandolos a un desempefio comparable al de sus contrapartes jovenes de
cuatro meses de edad durante la fase de adquisicion, sin embargo esta mejoria no se ve
reflejada en la memoria a largo plazo de los animales, pues al ser probados cinco dias
después de su ultimo entrenamiento su desempefio conductual no presenta una mejoria.
Sin embargo, estos mismos animales pueden mejorar su desempefio tanto en la fase de
adquisicion como en la memoria a largo plazo cuando se les administra un agonista
dopaminérgico intraperitonealmente, por lo que podemos deducir que el sistema
dopaminérgico se ve comprometido con el envejecimiento y ademds tiene una labor

importante en la consolidacién de la memoria.
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