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RESUMEN

La memoria de trabajo (MT) depende de sistemas de neurotransmision y
neuromodulacion, uno de ellos es el sistema endocannabinoide. El receptor a
cannabinoides 1 (CB1) esta ampliamente distribuido en el Sistema Nervioso
Central (SNC) humano incluida la red involucrada en MT. La activacion del CB1
disminuye la eficiencia en la MT. Este receptor es codificado por el gen CNR1; el
genotipo GG del polimorfismo rs2180619 de este gen se ha asociado con mayores
niveles de ansiedad, abuso de sustancias y menor eficiencia en el mantenimiento
de informacién en MT. El objetivo de esta tesis fue demostrar si el genotipo GG
estaba también asociado con menor eficiencia (comparado con el genotipo AA)
en la actualizacién y manipulacion de informacion en MT, para lo que fue utilizada
una tarea n-back con dos niveles de complejidad (2 y 3-back) en una muestra
(n=131) de jovenes mexicanos sanos. Observamos interacciones significativas
entre la complejidad de la tarea y el genotipo para d prima (d’) y el porcentaje de
respuestas correctas (%RC). Para el %RC los andlisis revelaron que no hay
diferencias significativas de los participantes con genotipo AA en funcién de la
complejidad de la tarea (2 y 3-back), pero si para los participantes con los
genotipos AG y GG. Nuestros resultados muestran que la eficiencia en las
capacidades de actualizacién y manipulacién de informacién en la memoria de
trabajo difieren en funcién de los alelos del rs2180619 del gen CNR1. Los
homocigotos AA tienen la misma eficiencia conductual aun cuando la dificultad de
la tarea incrementa, mientras que los sujetos con al menos un alelo G muestran

menor eficiencia con el aumento en la complejidad de la tarea.



1. ANTECEDENTES

Las actividades que realizamos en la vida cotidiana requieren, en parte, del
adecuado funcionamiento de la memoria que nos permite mantener informacion y
acceder a otra almacenada.

La memoria de trabajo es un tipo de memoria que esta dirigida a una meta y
que involucra el mantenimiento, la actualizacion y la manipulacién constante de
informacion (Baddeley, 2001). Por ejemplo, usamos memoria de trabajo al hacer
una llamada telefénica, ya que mantenemos en nuestra memoria la secuencia de
nameros y después la tecleamos. Esto requiere que mantengamos la informacion,
actualicemos qué numeros ya marcamos y cudles siguen, con el objetivo de
comunicarnos con alguien.

La funcion cerebral subyace a la memoria de trabajo, diversas regiones
cerebrales intervienen en esta funcion, reguladas por diversos sistemas de
neurotransmision y de neuromodulacién. Uno de los sistemas de neuromodulacion
que participa en la memoria de trabajo es el sistema endocannabinoide (Ruiz-
Contreras et al., 2014), del cual se han descrito dos receptores: el receptor a
cannabinoides 1 (CB1) y el receptor a cannabinoides 2 (CB2). EI CB1, en
contraste con el CB2, esta ampliamente distribuido en el Sistema Nervioso Central
(SNC), en areas como el hipocampo, el estriado, el cerebelo y la corteza cerebral,
su funcidon principalmente es modular la trasmision sinaptica. El gen CNR1
codifica para el receptor CB1.

Actualmente, sabemos que las variaciones genéticas pueden provocar no
s6lo cambios fenotipicos estructurales, sino también funcionales. Se ha descrito

gue existen variaciones genéticas (por ejemplo, el polimorfismo de un solo
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nucleétido, SNP, por sus siglas en inglés) que predisponen a sujetos a
enfermedades. Particularmente, para el CNR1 esta el rs2180619 que se ha
asociado con patologias como ansiedad y adiccion, y recientemente hemos
demostrado también, con diferencias en el mantenimiento de informacién en una
tarea de memoria de trabajo (Ruiz-Contreras et al., 2014).

En esta tesis se estudid la participacion del sistema endocannabinoide en la
memoria de trabajo a partir de la asociacion de la eficiencia conductual en funcion
de los genotipos para el rs2180619 del gen CNR1. Debido a que todos los
humanos presentamos alguna variacion en esta region, es de interés conocer si el
polimorfismo de riesgo para ansiedad, adiccion y menor eficiencia de
mantenimiento de informacion en la memoria, también est4d asociado a un
deterioro en la eficiencia de otros sistemas de la memoria de trabajo como la
manipulacion y la actualizacion de informacion, en sujetos psiquiatrica y
neuroldégicamente sanos pero que presentan el alelo de riesgo. Esta informacion
permitira esclarecer y aumentar el conocimiento sobre el sistema
endocannabinoide en la funcién de memoria de trabajo en humanos y permitira

explicar diferencias individuales en la eficiencia cognitiva.

1.1 MEMORIA DE TRABAJO

La memoria de trabajo (MT), de acuerdo al modelo propuesto por Baddeley
y Hitch (1974), es un sistema integrador conformado por varios componentes, que
permite el almacenamiento, manipulacién y actualizacion de informacion y esta
orientado a la realizacion de una meta, ademas de que participa en otros procesos

cognitivos (Baddeley, 2001).



A diferencia del modelo tradicional de memoria propuesto por Atkinson y
Shiffrin (1968), en donde la memoria a corto plazo es un almacén que permite
conservar informacién desde segundos a algunos minutos y que controla el flujo
de informacion hacia el almacén a largo plazo, el modelo de memoria de trabajo
de Baddeley y Hitch implica un “espacio de trabajo” que tiene una capacidad
limitada pero que, ademas del almacenamiento breve de informacién, permite el
control de las demandas de procesamiento (Baddeley y Hitch, 1974). Es decir,
mientras el modelo tradicional contempla almacenes de informacion pasivos y
seriales, el modelo de memoria de trabajo de Baddeley y Hitch manipula y
coordina la integracion de informacién (sensorial o proveniente del almacén a
largo plazo, LP) para generar trozos de informacion (con significado) necesarios
para la demanda actual (Sternberg, 2011).

De acuerdo con este modelo, la memoria a largo plazo existe, pero no es un
almacén estatico sino que provee sélo la parte de informacion necesaria a la
memoria de trabajo “activa” (Sternberg, 2011).

Este modelo de memoria de trabajo fue descrito con tres componentes, el
bucle fonoldgico, la agenda visoespacial y el ejecutivo central; mas recientemente
fue agregado un cuarto componente: el bufer episodico (Baddeley, 2001,
Sternberg, 2011).

El bucle fonolégico esta compuesto, a su vez, por el sistema de ensayo
articulatorio (llamado por algunos sistema de repaso subvocal; Baddeley, 2001;
Sternberg, 2011) y un almacén fonolégico. De acuerdo a lo descrito por Baddeley
(2001), el almaceén fonologico es un deposito de informacidn auditiva que la retiene

por pocos segundos, mientras que el sistema de ensayo articulatorio funciona
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como un sistema de repaso que permite mantener la informacion acustica e
incluso, conservar informacion visual transformada a un codigo fonoldgico, por
ejemplo, leer un texto (Baddeley, 2001; Smith y Kosslyn, 2008).

La agenda visoespacial es un subsistema que mantiene temporalmente y
manipula la informacion visual y espacial, ayudando a la resolucion de problemas
visoespaciales (e.g. Decidir si cabe el automovil para estacionarse en un espacio
determinado) y la orientacion en el espacio de objetos 0 de nosotros mismos
(Baddeley, 2001). Aunque regularmente se asume que s6lo integra informacion de
tipo visual, la propuesta actual es que este subsistema une informaciéon de los
estimulos de tipo tactil y cinestésicos (Baddeley et al., 2011).

El Bdfer episodico funciona como una interfaz, un almacén temporal
multidimensional en el que interactdan los otros subsistemas del modelo (agenda
visoespacial y bucle fonoldgico) y el ejecutivo central. El bufer episédico funciona
como un puente en el que se puede integrar informacion de diferentes
modalidades en un "episodio" Unico que, a su vez, esta regulado por el ejecutivo
central (Baddeley, 2000; Baddeley et al., 2011). De acuerdo con la propuesta
actual del modelo (ver Figura 1), el bufer episodico integra, via el bucle fonolégico,
informacion relacionada con sonidos (e.g. musica y sonidos ambientales) y el
lenguaje (e.g. lectura, escritura, incluido leer y el lenguaje de signos); a través de
la agenda visoespacial se integra informacion acerca de colores, formas,
relaciones espaciales, caracteristicas tactiles y cinestésicas de los estimulos;
ademas, se sugiere también que el bufer episddico integra la informacion de

olores y sabores. Como subsistema de almacenamiento y manipulacion temporal
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posee una capacidad limitada para integrar episodios o trozos de informacion
“chunks” (Baddeley et al., 2011).

Finalmente, el componente que coordina la interaccion de los otros
subsistemas es el ejecutivo central. En un inicio, fue descrito como un pequefio
homunculo que controlaba e integraba la informacion de los otros subsistemas
(Baddeley, 2001), sin embargo, dicha explicacion es limitada. Posteriormente, con
base en trabajos de otros autores sobre atencién, se propuso que el ejecutivo
central es un sistema de control atencional y conductual, que coordina la
informacion de los diferentes subsistemas: enfocando la atencion a situaciones
desconocidas, dividiendo la atencion o bien priorizando la intervencion de algun
subsistema sobre los otros de acuerdo a la demanda ambiental (Baddeley, 2000;

Baddeley, 2001).
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Ejecutivo Central
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Figura 1. Modelo actual de memoria de trabajo. Los rectangulos grandes representan los
subsistemas: Agenda Visoespacial, Bucle Fonolégico y Bufer Episédico; mientras que el
rectangulo pequeino representa el “repaso articulatorio” parte del Bucle Fonoldgico. Las
flechas sefialan los diferentes tipos de informacion que se esta integrando a cada
subsistema; se describe de forma mas especifica a qué tipo de informacion se refieren los
términos “Visual” y “Haptica”. Se observa ademas, como la informacién de la Agenda
Visoespacial y del Bucle Fonoldgico, tienen una conexion reciproca con el Bufer Episddico
gue es el encargado de integrar la informacion en episodios Unicos con sentido. Ademas,
se observa que el Ejecutivo Central (en la parte mas alta y en un évalo), conecta directa y
reciprocamente con el Bufer Episddico. Se representa, asi, un modelo jerarquico: en la
parte mas baja la entrada de informacion sensorial, en la parte media la integracion de la
informaciénsensorial recibida y en la parte mas alta la modulacién, control de subsistemas
(modificado al espafiol de Baddeley et al., 2011).

El modelo de Baddeley y Hitch (1974) es una propuesta que ha resultado
ventajosa para el estudio de la memoria de trabajo porque plantea a un modelo
dindmico en el que se integran diferentes tipos de informacién del ambiente
inmediato (informacion entrante por las vias sensoriales) e informacion recuperada
de la memoria a LP. Sin embargo, como cualquier modelo ted6rico aun tiene
algunos problemas y es imposible asegurar que la memoria de trabajo funcione,

exclusivamente, como menciona el modelo, por ejemplo, hay mayor evidencia
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sobre la participacion y posible funcionamiento del budcle fonolégico (al que
incluso, se ha asociado con regiones cerebrales como el area de Broca y areas
motoras), pero existen problemas para determinar, con evidencia, como es que la
agenda visoespacial integra estos dos tipos de informacion (i.e. visual y espacial) y
se desconoce aun mas como podria ser la integracién de informacion tactil y
cinéstesica (recientemente agregadas al modelo). Las més grandes debilidades
del modelo, reconocidas por el mismo Baddeley (2001; Baddeley et al., 2011),
estan en la participacion del bufer episodico y el ejecutivo central. Para el primero
la investigacibn es muy reciente sobre los mecanismos de integracion de
“episodios” y cdmo es que el cerebro lo hace. Se ha propuesto que el hipocampo
podria estar altamente involucrado en esta “union” de informacién (revisado por
Baddeley et al., 2011), pero aun no hay estudios concluyentes. Para el ejecutivo
central, el panorama es aun mas desconocido; pasar de la propuesta del pequefio
homunculo que dirigia a los otros subsistemas a un sistema de control, monitoreo
y organizaciéon ha sido un avance para el modelo, el problema es que la propuesta
actual lo plantea como un modelo prioritariamente atencional dejando de lado los
sistemas de control y organizacion sin establecer, ademas, como es que esta
interactuando con los otros subsistemas. Al mismo tiempo, se ha propuesto que
estaria relacionado con la participacion de regiones cerebrales frontales (que se
han descrito participan como un sistema de control ejecutivo, por ejemplo,
planeacion, toma de decisiones y atencion selectiva; Baars y Gage, 2010) pero
ignora por ejemplo, la participacion de regiones parietales asociadas altamente

con sistemas atencionales (Fan et al., 2005).

14



Dadas las dificultades antes mencionadas el objetivo de esta tesis fue
estudiar a la memoria de trabajo como proceso cognitivo (en el que se incluyen el
mantenimiento, la manipulacion y la actualizacion de informacion dirigida a un

objetivo) mas que una validacion del modelo antes descrito.

Actualmente, existen diferentes tareas cognitivas con las que puede medirse
la memoria de trabajo. Entre las mas utilizadas (con modificaciones) se
encuentran las tareas: de demora o mantenimiento, las tareas de ordenamiento y
las tareas de n-back.

Tareas de demora o mantenimiento. En cada ensayo se presenta: un
estimulo clave, posteriormente un periodo de retraso y finalmente un estimulo
prueba. El sujeto debe indicar si el estimulo prueba que se presenté es igual 0 no
al que fue presentado antes del periodo de retraso (Sternberg, 2011).

Una de las tareas mas utilizadas es la de Stenberg (Stenberg Item-
Recognition Paradigm, SRIP), que consiste en la presentacion de un estimulo
clave, regularmente un conjunto de letras o nimeros (regularmente de 3 a 9; a
mayor cantidad de letras o nUmeros, mayor complejidad o carga, para la memoria
de trabajo; Fletcher y Henson, 2001). Primero, aparece el estimulo clave, luego un
periodo de retraso, y luego un estimulo sefial (e.g. un asterisco que indica que una
serie de letras viene enseguida). En esta serie se presentan estimulos prueba (i.e.
letras si esa es la version de la tarea) de manera individual entre los que se
encuentran algunos que formaban parte del estimulo clave y otros que no. La
tarea de los sujetos consiste indicar en cada una de los estimulos prueba si eran

el estimulo clave o no (Sternberg, 1966). Se considera una tarea de memoria de
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trabajo, principalmente de mantenimiento de informacion, porque los sujetos
deben conservar “en linea” el estimulo clave para emitir su respuesta en los
estimulos prueba (Fletcher y Henson, 2001).

Existen también tareas de mantenimiento espacial, por ejemplo, se les
presenta a los sujetos una secuencia de estimulos clave (circulos rojos de forma
independiente), con dos dificultades (2 o 4 circulos), seguida de un periodo de
retraso (e.g. 16 s) y finalmente un estimulo prueba (un aro rojo), los sujetos deben
determinar si el estimulo prueba se encontraba o no en alguna de las
localizaciones de los estimulos clave presentados (Driesen et al., 2013). En otras,
de mayor complejidad, se le presenta a los sujetos primero un estimulo clave con
3 0 mas figuras de diferentes colores (e.g. tres cuadrados: un rojo, un verde y un
amarillo) en tres localizaciones en la pantalla, después hay un periodo de retraso
(e.g. 900 ms), finalmente un estimulo prueba donde se presenta sélo una figura de
color (un cuadrado morado) en una ubicacién de la pantalla, el sujeto debe
determinar si la ubicacion y el color corresponden a alguna de las presentadas en
el estimulo clave o si son distintos (Anderson et al., 2011).

Una variante de estas tarea utilizada en monos es la presentacion de una
pantalla con un punto de fijacion al centro y un estimulo clave (un punto) en una
localizacion especifica (tomando como referencia al punto de fijacion), un periodo
de retraso (e.g. 3.5 s), seguida de la presentaciéon de una pantalla sélo con el
punto de fijacion. Se evalua si los monos recuerdan la ubicacion del estimulo clave
observando en esta ultima pantalla (punto de fijacion solo) sus movimientos
sacadicos, se espera que si el sujeto recuerda la ubicacion del estimulo clave mire

a esa direccion de la pantalla ante la presentacion del punto de fijaciéon (Zhou et
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al., 2011). Sin embargo, a diferencia a las tareas de mantenimiento en humanos,
para aumentar la complejidad de la tarea entre el periodo de retraso y el estimulo
prueba pueden presentarse 1 o0 mas pantallas independientes, con un punto en la
pantalla y el punto de fijacion (similares al estimulo clave), como distractores. Lo
que se espera es que los monos en el estimulo prueba miren a la direccion en
donde se localizaba el primer estimulo (clave), y no a la localizacién donde
aparecieron los distractores.

De manera general las tareas de mantenimiento, sea en humanos o en
monos, se ha observado que a mayor dificultad (i.e. a mayor nimero de elementos
en el estimulo clave, mayor carga; en monos mayor cantidad de distractores), la
eficiencia disminuye, observdndose un menor porcentaje de respuestas correctas
y mayor tiempo de reaccién (Anderson et al., 2011; Driesen et al., 2013; Zhou et
al., 2011).

Como puede observarse, a pesar de que las tareas de mantenimiento son
muy utilizadas como medida de memoria de trabajo, una de las desventajas del
uso de éstas es que, en las diferentes investigaciones, existe gran variabilidad del
intervalo de tiempo de mantenimiento (periodo de retraso) que se establece, lo
que dificulta la comparacion de los resultados entre estudios.

Tareas de ordenamiento. En éste tipo de tareas se le presenta a los
sujetos una pantalla con un estimulo inicial de letras, por ejemplo, “BHCMD”
seguida de un periodo de retraso o mantenimiento (e.g 8 s) sin presentacién de
estimulos. Al terminar el periodo de retraso se le presenta un estimulo prueba: un
digito y una letra (e.g. “2C”). El sujeto debe indicar si la posicion de la letra que se

presenta corresponde o0 no, a la posicion en el estimulo inicial indicada por el
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digito. En el caso del ejemplo anterior la prueba es indicar si la letra C en el
estimulo inicial fue presentado en la segunda posicién, la respuesta que el sujeto
deberia emitir es “no” porque la letra “C” se encontraba en la tercera posicion. Se
considera que las tareas de ordenamiento son tareas de memoria de trabajo,
porque requieren de mantenimiento de la informacion en un periodo breve (unos
segundos) y manipulacién de la misma al tener que hacer la comparacion de la
posicion que el digito prueba indica y la que se presentd en el estimulo inicial
(Fletcher y Henson, 2001). Una de las formas de medir la ejecucion de las tareas
de ordenamiento es compardndola con la ejecucion en una tarea de
mantenimiento (conservando el mismo numero de letras en el estimulo clave),
donde no importa la posicion u orden de las letras del estimulo clave, por lo que se
asume que es una tarea de menor dificultad. Se observa que en las tareas de
ordenamiento el porcentaje de respuestas correctas disminuye y el tiempo de
reaccion aumenta sugiriendo que el proceso de manipulacién resulta de mayor
complejidad que sélo el mantenimiento de la informacion (D’Esposito et al., 1999).

Tareas de n-back. En las tareas n-back, los sujetos deben ir comparando
una serie de estimulos consecutivos con los estimulos presentados n ensayos
atras (Sternberg, 2011). Este tipo de tarea se describe con mayor detalle en el
siguiente apartado. Se considera una tarea de memoria de trabajo porque
combina el mantenimiento y manipulacion constante de informacion. Ademas,
requiere que el sujeto haga un monitoreo constante los estimulos anteriores en la
secuencia. Es decir, que simultaneamente el sujeto actualice, mantenga y
manipule informacién cada vez que se presenta un nuevo estimulo (Fletcher y

Henson, 2001). Comparada con las tareas de mantenimiento y ordenamiento, que
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solo se enfocan en un aspecto, la tarea n-back resulta una ventaja para estudiar
memoria de trabajo porque se enfoca en el mantenimiento, la manipulacion y la

actualizacién de manera simultanea.

1.1.1. TAREA n-back

La tarea n-back (en espafol n-atras), consiste en presentar a los sujetos una
serie de estimulos que pueden ser verbales (letras, palabras, nimeros) o no
verbales (imagenes, caras, puntos); la tarea del sujeto consiste en responder si el
estimulo que esta siendo presentado en el momento actual es igual al que se le
presentd n ensayos atras (ver Figura 2). Cuando la letra actual es igual a la letra
presentada n-atras se denomina estimulo target, mientras que, en los ensayos en
el que la letra es diferente, es non-target. Las tareas mas frecuentemente
empleadas son de 0-3 estimulos (Baars y Gage, 2010; Jonides et al., 1997; Owen
et al., 2005). La dificultad de la tarea es mayor cuando la comparacion n-atras
aumenta, es decir, una condicion 3-back es mas complicada que una condicion 2
o 1l-back, puesto que la carga en memoria de trabajo aumenta (Baars y Gage,
2010). Como ya ha sido mencionado, esta tarea es usada como medida de
memoria de trabajo debido a que demanda al sujeto un constante mantenimiento,
manipulacion y actualizacion de informacion (Fletcher y Henson, 2001; Jonides et
al., 1997). Es decir, por un lado se requiere el almacenamiento de los estimulos
presentados y la constante actualizacion de informacion cada vez que se presenta
un nuevo estimulo; ademas de desechar aquéllos que ya no son requeridos para

la comparacion actual (Jonides et al., 1997).
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Objetivo (targen) _ Obietivo (targen)

2.atras (2-back)

3-atras (3-back)

- -

No-Objetivo (non-target) No-Objetivo (non-target)

Figura 1

Figura 2. Tarea n-back (A 2-back, B 3-back) presentacion consecutiva de una serie de
letras donde los sujetos deben detectar si la letra actual es igual o no al estimulo
presentado n ensayos atras. En los ensayos en los que la letra actual es igual a la letra
presentada n-atras son los estimulos target, mientras que, en los ensayos donde son
diferentes son non-target. En este ejemplo cada letra se presenta 500 ms con un intervalo
entre estimulo de 2000 ms.

1.2 NEUROFISIOLOGIA DE LA MEMORIA DE TRABAJO

1.2.1. REDES NEURONALES INVOLUCRADAS EN LA MEMORIA DE
TRABAJO

Para la identificacion de las redes o regiones del SNC que participan en la
memoria de trabajo se han utilizado diversas técnicas entre las que se encuentran
los estudios con neuroimagen. Asi, la regién cerebral que ha sido principalmente
asociada con memoria de trabajo es la corteza prefrontal (CPF; Baars y Gage,
2010). Diversos estudios han evaluado la memoria de trabajo con la tarea n-back y

han descrito regiones consistentemente asociadas a esta tarea, por ejemplo, la
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corteza prefrontal dorsolateral (CPFDL) se ha asociado con la reorganizacion, la
manipulacion, el mantenimiento y recuperacion de informacion (Bor et al., 2003;
Jonides et al.,, 1998; Veltman et al., 2003). En un estudio Cohen et al. (1997)
utilizaron la tarea n-back para estudiar la participacion de la CPFDL en el
mantenimiento de informacién en la memoria de trabajo. Demostraron, con
resonancia magnética funcional (fMRI por sus siglas en inglés; Funcional Magnetic
Resonance Image)®, que en los periodos de retraso entre estimulos esta regién se
encontraba hiperactiva y que al aumentar el periodo de retraso interestimulo la
hiperactivacion de esta region también se mantenia por mayor tiempo. Ademas, la
hiperactividad de la CPFDL fue mayor en las tareas de carga mayor (2 y 3-back)
comparado con las de baja (0 y 1-back), sugiriendo el aumento de informacién a
mantener requeria de una mayor participacion de esta region.

Otros trabajos como el de Veltman et al. (2003) han tratado de establecer
qué regiones del I6bulo frontal estan participando en el mantenimiento y cuéles en
la manipulacion de la informacién en la memoria de trabajo. Veltman et al. (2003)
utilizaron la tarea de Sternberg verbal con 6 niveles de complejidad (Carga 2-7
letras) para determinar las regiones cerebrales participantes en el mantenimiento

de informacion y la tarea n-back con 4 niveles de complejidad (0 a 3-back letras)

'La Resonancia Magnética Funcional o fMRI (siglas en inglés, Funcional Magnetic Resonance
Image), es una técnica que a través del analisis BOLD (Blood Oxigen Level Dependent) mide el
nivel de cambio en la oxigenacién de las regiones cerebrales. La principal fuente de energia
neuronal es el consumo de oxigeno y glucosa, cuando las neuronas estan activas los niveles de
consumo de oxigeno aumentan (Matesu et al.,, 2008; Ogawa y Sung, 2011). La activacion es
observable debido a que el resonador es capaz de detectar este cambio porque la hemoglobina
desoxigenada es facilmente magnetizada, lo que permite sugerir que las regiones con mayor
cambio en la sefial magnética estan activas durante el procesamiento (Matesu et al., 2008; Ogawa
y Sung, 2011). Sin embargo, para obtener los parametros de activacion durante las tareas se
necesita el analisis de la activacion en reposo o de una condicién control. A la activacién de una
condicién experimental se le resta la activacion en reposo (o de la condicion control) para observar
asi la activacion debida a la condicion experimental (Matesu et al., 2008; Ogawa y Sung, 2011).
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para determinar las relacionadas con la manipulacién y actualizacion de
informacion. Sus resultados indicaron que en ambas tareas se activaron (a mayor
complejidad mayor activacion para ambas tareas) regiones comunes como: la
CPDFL, la corteza frontopolar (CFP), la corteza prefrontal ventrolateral (CPFVL),
la corteza parietal (CP), la corteza temporal inferior, la corteza occipital (CO), el
cerebelo y la corteza motora suplementaria (CMS). Sin embargo, aunque la
CPFDL, la CPFVL, la CP, la CMS vy el cerebelo se activaron en ambas tareas,
éstas se activaron mas en la tarea n-back. Estos resultados sugieren que existe
una red frontal que participa de forma consistente en la memoria de trabajo como
proceso cognitivo, tanto en mantenimiento como en manipulacién de informacion,
sin embargo, la tarea n-back es una tarea de mayor demanda, especialmente en
manipulacion y actualizacion de informacién en comparacién con la tarea de
Sternberg, y las regiones hiperactivas (i.e. la CPFDL, la CPFVL, la CP la CMS y el
cerebelo) podrian estar mas asociadas a este proceso.

Ademas, la CPFVL, se ha relacionado con la identificacién espacial (Smith
et al., 1996), el recuerdo intencional de informacién (para su uso inmediato) y con
el mantenimiento de informacién relevante, inhibiendo la que no lo es (Baars y
Gage, 2010; Dove et al., 2001).

La CFP, se ha visto involucrada en la resolucién de problemas (e.g., las
reglas para resolver una tarea), coordinando, monitoreando e integrando
informacion de diferentes operaciones simultaneas, por ejemplo, la tarea n-back
requiere que, al mismo tiempo, se esté monitoreando la serie de estimulos

presentados, la incorporacion constante de estimulos nuevos y el desecho de los
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que ya no se requieren, ademas de ir haciendo las comparaciones para
determinar si los estimulos son iguales o no a n-atras (Owen et al., 2005).

Con respecto a la CP, se ha descrito que existen zonas asociadas con
procesos como el mantenimiento y recuperacion de informacion verbal (Jonides et
al., 1998).

De acuerdo a los hallazgos anteriores es posible sugerir que existe una
amplia red neuronal en la corteza cerebral que esta involucrada en la memoria de
trabajo. Esta red depende de diversos sistemas neuroquimicos, que se ha
observado afectan diferencialmente a la memoria de trabajo (Ellis y Nathan, 2001),

los cuales se describen a continuacion.

1.2.2 NEUROQUIMICA DE LA MEMORIA DE TRABAJO

Entre los sistemas neuroquimicos y, especificamente, los sistemas de
neurotransmision (NT) que se han relacionado con la memoria de trabajo se
encuentran: el dopaminérgico (Mattay et al., 2002), el noradrenérgico (Ramos et
al., 2008), el colinérgico (Zhou et al., 2011), el glutamatérgico (Driesen et al., 2013)
y el serotoninérgico (Anderson et al., 2011). A continuacion se describen diversos
estudios que evidencian la participacion de cada uno de estos sistemas.

e Dopamina

Los estudios han analizado la participacion del sistema dopaminérgico en la
memoria de trabajo debido a las proyecciones desde los nucleos de sintesis de
dopamina (DA), en el mesencéfalo hasta la CPF, conocidas como vias
mesocorticales (Kandel et al., 2013). En un estudio realizado por Mattay et al.
(2002) se describio que existen diferencias en la ejecucion de una tarea de
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memoria de trabajo dependiente de las concentraciones basales de DA en la CPF.
De acuerdo con este estudio las concentraciones de DA afectan a la eficiencia de
la memoria de trabajo en forma de una U invertida: un aumento o disminucién en
la concentracion “Optima” de DA, disminuye la eficiencia en la memoria de trabajo
(Mattay et al., 2002).

e Noradrenalina

Ramos et al. (2008), mostraron que el uso de un agonista para receptores
beta-adrenérgicos, el clenbuterol administrado en CPF a ratas e
intramuscularmente a monos aumento el porcentaje de respuestas correctas en la
ejecucion en tareas de memoria de trabajo en ambas especies. Las ratas
realizaron una tarea de alternancia en un laberinto en “T”. A los sujetos se les
dejaba en el brazo mas largo de este laberinto y se les ensefid la existencia de un
reforzador (una chispa de chocolate) al final de los otros dos brazos. Una vez que
aprendieron la tarea, se colocaba el reforzador alternando la localizacién, es decir,
el reforzador en un ensayo se encontraba en el brazo izquierdo, en el siguiente
ensayo en el brazo derecho y asi sucesivamente. Una vez que recogian el
reforzador, eran retirados del laberinto en diferentes intervalos (1.5 a 5 s) como
periodo de retraso o mantenimiento. El buscar el reforzador en el brazo contrario
al del ensayo anterior era considerado como una respuesta correcta.

Por otro lado, los monos resolvieron una tarea denominada Aparato de la
Prueba General de Wisconsin (WGTA por sus siglas en inglés; Wisconsin General
Testing Apparatus) que consistio en colocar en uno 0 mas pozos un reforzador
(comida), los monos no tienen acceso a los reforzadores sélo observan su

localizacion. Posteriormente, se coloca una pantalla obscura en intervalos desde 0
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a 20 s cubriendo los pozos. Después de este intervalo, la pantalla obscura se
retiraba y los monos podian elegir uno de los pozos, una respuesta correcta era
cuando seleccionaban un pozo con reforzador (y podian obtenerlo). Ademas, el
aumento en el porcentaje de respuestas correctas tras la administracion de
clenbuterol se previno al bloquear a los receptores beta-adrenérgicos, con el
antagonista ICl 118,551. La sola administracion de ICI 118,551, no tuvo efectos en
la ejecucion. Estos resultados demuestran que el aumento de noradrenalina
mejora la eficiencia en memoria de trabajo.

e Glutamato

En humanos se ha descrito que la administracion aguda de ketamina (un
antagonista de los receptores glutamatérgicos N-metil de aspartato, NMDA), via
intravenosa, en una tarea de memoria de trabajo de mantenimiento espacial (ver
descripcion de la tarea en la pagina 10; Driesen et al., 2013) disminuye el
porcentaje de respuestas correctas en comparacion con la administracion de un
vehiculo. Ademas de reducir la activacion de la corteza prefrontal lateral (CPFL)
durante la resolucién de la tarea (Driesen et al., 2013). Sugiriendo que la
reduccion de glutamato disminuye la eficiencia en memoria de trabajo.

e Acetilcolina

Se ha demostrado en primates no humanos (monos Rhesus; Zhou et al., 2011)
la participacion del sistema colinérgico en la memoria de trabajo con la
administracion intramuscular de escopolamina, un antagonista para los receptores
muscarinicos. En este estudio se evalud la memoria de trabajo con una tarea de
mantenimiento espacial para monos (ver descripcion de la tarea en la pagina 10;

Zhou et al., 2011). Se observd que la escopolamina disminuyé el porcentaje de
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respuestas correctas de forma dosis dependiente (a mayor dosis, menor

porcentaje de respuestas correctas; Zhou et al., 2011).

e Serotonina
La participacion de la serotonina en la memoria de trabajo es menos clara (Ellis
y Nathan, 2001), sin embargo, estudios sobre variaciones genéticas han
demostrado asociaciones entre variaciones especificas en la region reguladora del
gen SLC6A4, que codifica para el transportador de serotonina (5-HTT), y memoria
de trabajo. Se ha observado que el intercambio de un nucleotido en la region
reguladora promueve diferentes longitudes de la secuencia, por lo que se les ha
denominado el alelo corto (S short en inglés) y el alelo largo (L en inglés). Se ha
demostrado que el alelo S tiene como consecuencia una menor eficiencia
transcripcional, esto es, hay una menor sintesis de transportador a serotonina, en
comparacioén con el alelo L. En consecuencia, la recaptura de serotonina es menor
en los sujetos portadores de uno o dos alelos S (Heils et al., 1996, citado en
Nakamura et al., 2000). En memoria de trabajo, se ha observado que los sujetos
gue son portadores de un alelo S, tienen mayor capacidad en memoria de trabajo
(mantenimiento espacial de figuras de colores; ver descripcion de la tarea en la
pagina 10; Anderson et al., 2011) comparados con los homocigotos para el alelo L
(Anderson et al., 2011).
Los ejemplos anteriores permiten observar que la eficiencia de la memoria de

trabajo depende del funcionamiento la neuroquimica del cerebro. Sin embargo,
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estos estudios estan dirigidos a la evaluacion al mantenimiento de informacion y
no a la actualizacion de informacion de la memoria de trabajo.

Ademas de los neurotransmisores clasicos, la comunicacion neuroguimica
del cerebro también estad regulada por otros sistemas que se conocen como
sistemas de neuromodulacién (Burrows, 1996; Hoyle, 1985). Por un lado, los
neurotransmisores son sustancias enddgenas sintetizadas en la neurona
presinaptica, que se almacenan hasta su liberacion en las terminales nerviosas.
Su liberacion ocurre posterior a la estimulacién de la neurona presinaptica y afecta
a una neurona posinaptica (Burrows, 1996; Hoyle, 1985). Mientras que los
neuromoduladores son sustancias endogenas que al ser liberadas por la neurona
afectan a un grupo de neuronas vecinas de forma presindptica modulando asi, la
liberacion de los neurotransmisores (Burrows, 1996; Hoyle, 1985).

El conocimiento sobre cdmo participan estos moduladores en la funcion
cognitiva y, especificamente, en la memoria de trabajo es mucho menor. Uno de
estos sistemas de neuromodulacion es el sistema endocanabinoide (Pistis et al.,

2002), objetivo de esta tesis, que a continuacion se describe.

1.3 SISTEMA ENDOCANABINOIDE

El sistema endocannabinoide, involucra un conjunto de lipidos y proteinas
que fueron descubiertos como resultado del estudio de los efectos y sitios de
recepcion, del principal componente de la marihuana (Cannabis sativa), el A9-
Tetrahidrocanabinol (A9-THC; Di Marzo et al., 2004; Pertwee, 1999; Pistis et al.
2002) en el SNC. El primer sitio descrito de recepcion del A9-THC fue una
proteina acoplada a una proteina G inhibidora, al que se le denominé receptor a
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cannabinoides 1 (CB1; Matsuda et al., 1990; Pertwee, 1999). Este hallazgo sugirio
la existencia de moléculas enddégenas que, de manera natural, eran afines a este
receptor. Actualmente, se ha descrito que el sistema endocanabinoide, esta
compuesto por dos receptores: el receptor a cannabinoides 1 (CB1; Matsuda et
al., 1990; Pertwee, 1999) y el receptor a cannabinoides 2 (CB2; Munro et
al.,1993); ligandos enddgenos como: la anandamida, el 2-Araquidonilglicerol (2-
AG; Piomelli, 2003) y la oleamida (Lambert y Di Marzo, 1999); y enzimas que
degradan a estos ligandos como: la hidrolasa de acidos grasos amidados (FAAH)
para la anandamida (Fowler et al., 2001) y la oleamida (Cravatt et al., 1995), asi
como, la monoacilgricerol lipasa (MAGL) y la serina hidrolasa a-B-hidrolasa
dominio 6 y 12 (ABHD6 and ABHD12) para el 2-AG (Blankman et al., 2007). Es
debido a la afinidad del A9-THC que todo este sistema ha sido denominado

sistema endocannabinoide. El cual se describe con mayor detalle a continuacion.

1.3.1 RECEPTORES A ENDOCANNABINOIDES
e Receptor CB1

El receptor CB1, como se menciond anteriormente, es un receptor acoplado a
una proteina G inhibidora (Matsuda et al., 1990; Pertwee, 1999); este receptor
estd ubicado principalmente en la presinapsis, se encuentra ampliamente
distribuido en el SNC como en la corteza del cingulo, el putamen, el hipocampo, el
cerebelo, el puente, el talamo, la corteza prefrontal dorsolateral y en general en la
corteza cerebral (Dean et al., 2001; Wong et al., 2010).

En la Figura 3 se muestra una imagen donde puede observarse la amplia

distribucion de este receptor in vivo, realizada con tomografia por emisién de
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positrones (PET por sus siglas en inglés; Possitron Emission Tomography)? por
Burns et al. (2007) en el que se utilizé un radiomarcador ([**F]MK-9470), agonista
inverso, con alta afinidad al receptor CB1.

En el estudio de Burns et al. (2007), se observa la presencia del receptor en
el talamo e hipocampo y en mayor concentracion en el estriado, la corteza
posterior del cingulo y la corteza frontal (ver Figura 3). Debido a la amplia
distribucion en el cerebro del receptor CB1 (e.g. en regiones frontales) y su funcién
neuromoduladora es posible que participe en la modulacion de la memoria de

trabajo.

Figura 3. Distribucion del receptor CB1 en cerebro humano. En la imagen se observa un
corte transversal, un corte coronal y un corte sagital de cerebro humano; la escala de
colores en tonos amarillos y rojizos indican mayor pegado del radiomarcador [**F]MK-
9470, es decir, mayores concentraciones del receptor CB1 (estriado, la corteza posterior
del cingulo y la corteza frontal) comparado con las regiones con tonos azules y morados
gue indican menor concentracion (tdlamo e hipocampo; tomada de Burns et al., 2007). El
receptor CB1 podria estar participando en la memoria de trabajo debido a su amplia
distribucion CB1 en regiones cerebrales involucradas con ésta (e.g. las regiones frontales;
tomado de Burns et al., 2007).

? La técnica PET permite obtener imagenes de sujetos in vivo. Esta técnica consiste en la inyeccion
de un radiomarcador (regularmente administrado por via intravenosa) que se adhiere a los tejidos
de interés (Olinger y Fessler, 1997). Este radiomarcador emite un positron (que es un electrén
cargado positivamente y antiparticula de éste). Cuando el radio marcador emite el positron, éste
aniquila al electrén, el choque entre positron y electrén se generan dos fotones que viajan en
direcciones contrarias y las cuales son detectadas por el tomografo como coincidentes en el
espacio generando asi una imagen que se reestructura en computadora con un software
especializado (Raichle, 1980; Olinger y Fessler, 1997).
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La activacion del receptor CB1 inhibe a la adenilatociclasa lo cual disminuye
los niveles de AMP ciclico (AMPc) intracelular. EI AMPc de manera natural
fosforila los canales de potasio cerrandolos, sin embargo, al disminuir los niveles
de AMPc los canales de potasio permanecen abiertos y las neuronas se
repolarizan, disminuyendo asi la probabilidad de que se siga liberando el
neurotransmisor de la neurona presinaptica (Howlett et al., 1986; revisado por
Svizenska et al., 2008).

Se ha descrito que la activacibn con agonistas de receptores CB1
disminuyen la liberacion de glutamato en las células de Purkinje, y liberacion de
GABA en la CPF (Maejima et al., 2001; Pistis et al., 2002). Esto es, en algunos
casos la inhibicion de la liberacion de neurotransmisores exitadores, como el
glutamato, disminuye la probabilidad despolarizacion esas neuronas, pero, en
otras ocasiones al inhibir la liberacion de un neurotransmisor inhibidor, como el
GABA, aumenta la probabilidad de despolarizacion. De esta forma la activacion

del receptor CB1 modula la neurotransmision.

e Receptor CB2

Posterior a la descripcion del receptor CB1, se describid otro receptor a
cannabinoides denominado receptor a cannabinoides 2 (CB2; Munro et al.,1993),
también acoplado a proteina G, que se encuentra principalmente distribuido en
tejido inmune, sistema nervioso periférico (revision de Svizenska et al., 2008) y
mas recientemente se ha descrito que también se encuentra distribuido en el SNC

de roedores (Brusco et al.,, 2008; Romano-Lopez et al., 2012). En ratas, por
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ejemplo, se ha observado que la administracibn de cocaina disminuye la
proliferacion neuronal en el hipocampo, pero, la administracién de un antagonista
al receptor CB2 (el AM630), contrarresta este efecto aumentando la proliferacion.
Esto sugiere, que el receptor CB2 interviene en los cambios neurogénicos, en este
caso provocados por la administracion de cocaina, en regiones como el
hipocampo (Blanco-Calvo et al., 2014).

En ratones, se ha observado que la administracién de agonistas especificos
al CB2, como el JWH133, en células del nucleo accumbens inhiben la
autoadministracion de cocaina, lo que sugiere que el receptor CB2 también esta
participando en el sistema de motivacion-recompensa (Xi et al., 2011).

Sin embargo, en el SNC humano sélo se ha detectado en células
microgliales perivasculares (en el cerebelo) sugiriendo que, ain en el SNC

humano, su funcion parece ser de tipo inmunomodulador (Nufiez et al., 2004).

1.3.2 ENDOCANNABINOIDES

Los endocannabinoides (eBCs), son moléculas lipidicas endégenas que no
estan almacenadas, sino que se sintetizan en la neurona postsinaptica en el
momento en que aumenta el flujp de Ca®" intracelularmente (ver Figura 4; Di
Marzo et al, 1998). Los mas estudiados son la anandamida, el 2-
Araquidonilglicerol (2-AG; Piomelli, 2003) y la oleamida (Lambert y Di Marzo,

1999).
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Figura 4. Activacién del receptor CB1 por endocannabinoides. Se observa en azul la
neurona présinaptica liberando neurotransmisor (circulos azules), que activa a receptores
de la neurona posinéptica (en rojo) provocando la entrada de calcio (Ca*?). Este aumento
de Ca*lintracelular promueve la sintesis de los endocannabinoides (eBCs; triangulos
verdes representando a 2AG o AEA) a partir de precursores membranales (hexagono
verde). Una vez sintetizados estos son liberados al espacio sinaptico y activan al receptor
a cannabinoides 1 (CB1) en la presinapsis (representado en azul como una cadena
proteica transmembranal) la activacion de éste disminuye los niveles de Ca™y K* (por la
disminucion de AMPc, no ilustrado) disminuyendo la probabilidad de que el
neurotransmisor se siga liberando (representado con &). En la posinapsis los eCBs son
degradados por sus respectivas enzimas (en la imagen se muestra un 6valo azul en
representacion de la FAAH, descrita mas adelante; modificada al espafiol de Guzman,
2003)

Anandamida. Fue el primer endocannabinoide identificado, también
denominado N-araquidoniletanolamina (AEA; Piomelli, 2003). Esta posee mayor
afinidad por el receptor CB1 que por el CB2 (Felder et al., 1995). Se genera a
partir de la ruptura de la fosfatidiletanolamina de la membrana celular, por la N-
aciltransferasa, produciendo N-araquidonil-fosfatiditiletanolamina, a ésta la

fosfolipasa D (PLD) la cataliza en anandamida (ver Figura 5; Piomelli, 2003).
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Anandamida

Figura 5. Estructura quimica de la Anandamida. Se observa su constitucion por &cido
araquidonico y etanolamine (AEA; modificada al espafiol de Piomelli, 2003).

La anandamida se difunde facilmente a través de la membrana fosfolipidica
(y con la ayuda de un potencial transportador de AEA). Intracelularmente, es
rapidamente hidrolizada por hidrolasa de acidos grasos amidados (FAAH; que se
encuentra adherida a las membranas intracelulares) convirtiéndose en acido
araquidénico y etanolamina (ver Figura 6; Fowler et al.,, 2001; revisado por

Piomelli, 2003).

CONHCH,CHLOH FAAH COOH <
—- + HaNGHCH0H
@A’W

AEA Acido araguidénico Etanolamina

Figura 6. Degradacion de la anandamida por la FAAH a acido araquidonico y etanolamina
(modificada al espafiol de Fowler et al., 2001).

2-Araquidonilglicerol. El segundo endocannabinoide descubierto fue el 2-
araquidonilglicerol (2-AG), un éster formado por acido araquidénico y glicerol (ver
Figura 7). Fue descubierto por primera vez en intestino de perro (Mechoulam et
al., 1995) y se observo que el 2-AG posee mayor afinidad al CB1 en comparacion
con el CB2. Ademas, conductualmente las ratas a las que les administro 2-AG, por

via intravenosa, presentaron signos similares a la administracion de A9-THC como
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la reduccion de actividad espontédnea, hipotermia y reduccién en la percepcién del

dolor (antinocicepcion; Mechoulam et al., 1995).

fﬂ 1

Seetne
e \—oH

2-araquidonilglicerol (2-Ara-Gl)

Figura 7. Estructura quimica del 2-AG. Se observa formada por una cadena de &cido
araquidonico y glicerol (modificada al espafiol de Mechoulam et al., 1995).

Posterior a su descripcion y aislamiento en el intestino de perro se
descubridé su presencia en el cerebro de rata (Sugiura et al., 1995). Actualmente
se sabe que el 2-AG se sintetiza a demanda en la postsindpsis a partir de
precursores fosfolipidicos de la membrana celular (Blankman et al., 2007) por dos
posibles vias; la primera, al ser despolarizada la célula posinaptica, la fosfolipasa
C (PLC) hidroliza al fosfatidilinositol, liberando dos moléculas: inositoltrifosfato
(IP3) y diacilglicerol (2-AG). El 2-AG es catalizado por la diacilglicerol lipasa (DGL)
formando al 2-AG. La segunda via es la hidrolizacion del fosfatidilinositol por la
fosfolipasa Al (PLAL) formando 2-araquidonil-lisofosfolipido el cual a su vez es
hidrolizado por la lisofosfolipasa C, resultando 2-AG (Piomelli, 2003; Sugira et
al.,1995).

De la misma forma que la anandamida, el 2-AG se difunde en la membrana
celular y es inactivado rapidamente por enzimas que lo hidrolizan (ver Figura 8,
Blankman et al., 2007). En cerebro de ratén fue demostrado por Blankman et al.

(2007) que la degradacion del 2-AG depende principalmente de la monoacilglicerol
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lipasa (MAGL; localizada en las terminales presinapticas) y secundariamente por
enzimas serina hidrolasa a-B-hidrolasa dominio 6 y 12 (ABHD6 and ABHD12;

ubicadas en la membrana celular).

HO
-
HO

2-Araguidonilglicerol (2-AG) Acido araguidénico Zlicerol

Figura 8. Hidrolizacion del 2-AG resultando acido araquidénico y glicerol (modificada al
espaiiol de Blankman et al., 2007).

A nivel conductual, el estudio de Busquets-Garcia et al., (2011) probaron en
ratas que el aumento de anandamida disminuy6 la eficiencia en tareas de
memoria de forma aguda y cronica, pero esto no sucede cuando aumenta el 2-AG
(inhibiendo farmacoldgicamente a la FAAH y a la MAGL, respectivamente). De
esta forma se concluyé que estos endocannabinoides, a nivel central, tienen
efectos diferentes sobre la conducta.

Oleamida. Es una amida de &cidos grasos conocida también como (cis-9-
octadecenamida) que ha sido descrita como un inductor de suefio enddgeno
(Cravatt et al., 1995). Por ejemplo, Herrera-Solis et al. (2010) demostraron que la
administracion aguda (una sola administracion) de 25 ug aguda y una subcroénica
(una administracion diaria por 15 dias) de oleamida incremento el de Movimientos

Oculares Rapidos (MOR)® en ratas.

® Suefio MOR y No MOR. El suefio MOR es la fase del suefio caracterizada por movimientos
oculares rapidos, actividad eléctrica cerebral de frecuencia alta y baja amplitud, asi como pérdida
del tono muscular. El resto de las fases de suefio se denominan suefio no MOR (Pinel, 2007).
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En otro estudio, realizado por Reyes-Prieto et al. (2012) se observé en ratas
que el ser separadas de sus madres por 3 horas diarias desde el dia postnatal 2
hasta el 16 disminuia la cantidad de minutos de suefio MOR y suefio no MOR, en
comparacién con un grupo control, que no habia sido sometido a la separacién
materna. La administracion de oleamida, en ratas que habian sido separadas de
sus madres restablecio la cantidad de minutos de suefio MOR y no MOR; esto es,
incrementd la cantidad de minutos de suefio y se igualaron con la cantidad de
minutos del grupo que no habia sido sometido a separacién materna.

Ademas, se ha descrito la participacion de la oleamida en la
termorregulacion, antinocicepcion (Fedorova et al., 2001), en la ingestién de
alimentos (Martinez-Gonzélez et al., 2004) y como un potencial ansiolitico (Wei et
al., 2007). Esta formado por una cadena alquilo y una terminal amida primaria (ver

Figura 9).

Oleamida

Figura 9. Estructura quimica de la oleamida. Se observa la cadena alquilo y la terminal
amino primaria R=0-NH, (modificada al espafiol de Mueller y Driscoll, 2009).

Se han propuesto varias vias para la sintesis de oleamida, una de ellas es su
sintesis por la enzima peptidil-amida-a-monooxigenasa (PAM) que convierte a la
oleoilglicina en oleamida. Otra via propuesta es la condensacién que realiza el
citocromo C de la oleoil-coenzima A y el amoniaco (revisado por Mueller y Driscoll,

2009). Su degradacioén, de la misma forma que la anandamida, depende de la
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FAAH, que hidroliza a la oleamida en &cido oléico y amoniaco (Cravatt et al.,
1995).

La descripcion de los receptores, las moléculas enddgenas que los activan y
las enzimas que degradan a estos endocannabinoides demuestra que existe todo

un sistema enddgeno para el cual el A9-THC es sd6lo un agonista exégeno.

1.3.3 RELACION ENTRE CANNABINOIDES Y MEMORIA DE TRABAJO

Dadas las interacciones del sistema endocannabinoide con diferentes
sistemas de neurotransmision, se ha estudiado la participacion del sistema
endocannabinoide en la funcion cognitiva (e.g. la memoria de trabajo), con la
administracion de agonistas exdgenos, principalmente, el A9-THC (Bossong et al.,
2012; Silva de Melo et al., 2005) y endocannabinoides como la AEA y el 2-AG
(Wise et al., 2012).

Como ya ha sido mencionado, el principal componente psicoactivo de la
marihuana es el A9-Tetrahidrocanabinol (A9-THC; Pertwee, 1999; Di Marzo et al.,
2004). La marihuana (Cannabis sativa) es la droga ilicita, en la mayor parte del
mundo, de mayor consumo (UNDOC, Informe Mundial sobre las Drogas 2012). El
consumo de marihuana se ha asociado con un deterioro en diferentes funciones
cognitivas, entre las que se encuentra la memoria de trabajo (Solowij y Pesa,
2010). Por ejemplo, en un estudio en ratas se midio la memoria de trabajo en un
laberinto radial. Esta tarea se llevo a cabo en un laberinto de ocho brazos. Se les
ensefo a las ratas a recoger un cacahuate, como reforzador, que se encontraba al
final del brazo. En la fase experimental se dejo a las ratas en el centro y debian
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entrar a cada uno de los ocho brazos por el reforzador. Se usa como una tarea de
memoria de trabajo, porque se asume que las ratas deben mantener informacion
acerca de cuales brazos ya han visitado (y tomado el reforzador), cuéles no y
evitar reingresar a uno que ya habian visitado (Silva de Melo et al., 2005). La
administracion de A9-THC en la corteza prefrontal e intraperitonealmente mostré
que las ratas aumentaban la cantidad de errores (entradas a brazos que ya habian
visitado), en ambas condiciones, comparadas con la administracion de un vehiculo
(Silva de Melo et al., 2005).

En humanos se compararon los efectos de administracion de A9-THC contra
una condicién placebo durante la evaluacion de memoria de trabajo con el
Paradigma de Sternberg (ver descripcion de la tarea pagina 9; Sternberg, 1966)
con 5 niveles de dificultad (el estimulo clave podia tener 1, 3, 5, 7 0 9 letras;
Bossong et al., 2012). Se observo igualmente que el porcentaje de respuestas
correctas fue menor y los tiempos de reaccion (TR) aumentaron bajo los efectos
de A9-THC. Ademas, con fMRI, se observé que la actividad cerebral se modifico,
bajo los efectos del A9-THC, en el conjunto de areas (cerebelo, insula, CPFDL,
ndcleo caudado, giro temporal inferior izquierdo, giro parietal inferior, precuenus,
corteza anterior del cingulo) que los autores identificaron, en un estudio previo,
como una red de procesamiento de memoria de trabajo. Para observar los
cambios en la actividad cerebral, Bossong et al. (2012) realizaron la resta de la
actividad de las condiciones de dificultad 3, 5, 7 y 9 contra la activacion de la
dificultad 1 como punto de comparacion. Sus resultados muestran que en la
condicion placebo el aumento de la actividad de esta red de MT es

progresivamente mayor al aumentar la dificultad de la tarea, pero cuando los
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sujetos estaban bajo los efectos de la administracién del A9-THC esta tendencia
desaparecio. En todas las condiciones, aun en la de menor dificultad (3 estimulos):
se mantuvo un nivel alto de activacion en comparacion con la condicion placebo
(ver Figura 10). Esto indica que inclusive en las condiciones de baja dificultad, los
sujetos bajo los efectos del A9-THC, procesaron la informacibn como en las
condiciones de alta complejidad.

A Redde MT # Placebo

0.8- & THC

0.7 4
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Figura 10. Cambio en la actividad BOLD de la red de memoria de trabajo asociada a la
administracion de A9-THC. En la gréafica se observa en el eje de las abscisas el nivel de
dificultad (restando al nivel de dificultad 3, 5, 7 y 9 la actividad observada en la dificultad
1; Carga 3-1, Carga 5-1, Carga 7-1, Carga 9-1) en el eje de las ordenadas se ve el nivel
de cambio en la sefial magnética como resultado de los cambios de oxigenacion por
activacion de la red de memoria de trabajo en funcién de la dificultad de la tarea. Se

observa que en la condicion placebo (linea negra) y bajo los efectos de THC (linea gris;
modificada al espafiol de Bossong et al., 2012).

En ratones, Wise et al. (2012) midieron memoria de trabajo utilizando el
laberinto de Morris y el efecto que tenia la inactivacion de la FAAH y la MAGL
(teniendo como consecuencia mayores niveles de AEA y 2-AG). El laberinto de
Morris es un laberinto circular lleno de agua que cubre una plataforma de escape,

los ratones son colocados en el agua y deben encontrar la localizacion de la
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plataforma oculta, una vez que encuentran la localizacion se les deja en ella unos
segundos y después son retirados del laberinto. Se considera una tarea de
memoria de trabajo espacial porque los ratones deben recordar en cada ensayo la
localizacion de la plataforma, una de las medidas de eficiencia es la latencia de
escape. Si los ratones recuerdan la localizacion de la plataforma les toma menos
tiempo llegar a ella en cada ensayo subsiguiente. La inactivacién de la FAAH y la
MAGL se realiz6 con la administracion de JZL184 y se observé que las ratas a las
que se les administr6 JZL184 tuvieron menor eficiencia, es decir, tardaban mas
segundos en encontrar (y pararse) en la plataforma de escape comparadas con
las ratas del grupo control. Este decremento en la eficiencia fue bloqueado con un
antagonista al receptor CB1, el rimonabant. Sugiriendo que el aumento de AEA y
2-AG, disminuye la eficiencia en memoria de trabajo espacial.

Sin embargo, a menos de que se utilicen cannabinoides enddgenos en
modelos animales, existen problemas para estudiar la participacion del sistema
endocannabinoide y la funciéon cognitiva en humanos. Uno de ellos es que
administrar A9-THC es invasivo, ademds, de que no es posible realizarlos en
México por restricciones legales. Actualmente, otra forma de estudiar la
participacion del sistema endocannabinoide en la funcion cognitiva es asociando
diferencias en la eficiencia cognitiva con variaciones en genes que codifican para
proteinas del sistema endocannabinoide, por ejemplo, para el receptor CB1 (Ruiz-
Contreras et al., 2011; Ruiz-Contreras et al., 2013 y 2014).

Ademas, el estudio de variaciones genéticas representa una ventaja para
aproximarse al conocimiento de diferencias individuales en la eficiencia en la

memoria de trabajo. Se ha observado, con correlatos electrofisiolégicos, que es
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posible diferenciar a sujetos sanos en sujetos de alta y baja capacidad de memoria
de trabajo sugiriendo la existencia de bases neurofisiolégicas de esta variabilidad

entre sujetos (Vogel et al., 2005).

1.3.4 DIFERENCIAS INDIVIDUALES EN MEMORIA DE TRABAJO ASOCIADAS
AL GEN QUE CODIFICA PARA EL RECEPTOR CB1

Para entender el estudio de las variaciones genéticas se requiere de la
descripcion de los aspectos basicos que subyacen a estas variaciones. A
continuacion se describe qué es el ADN y qué son los genes, su localizaciéon y su
composicion.

El ADN, molécula que se encuentra en el ndcleo de las células, esta
formado por unidades estructurales éstas se componen de: una base nitrogenada
(Adenina: A, Guanina: G, Citosina: C y Timina: T), un azlcar de cinco carbonos (2-
Desoxirribosa) y un grupo fosfato, en conjunto, estos tres componentes forman la
unidad denominada nucleétido. Para su identificacion un nucleétido recibe el
nombre de la base nitrogenada que lo conforma (Klug et al., 2006).

Un gen es una secuencia de ADN (que ocupa un lugar especifico en el
cromosoma) y la unidad fundamental que codifica a una proteina (Klug et al.,
2006). Los genes tienen formas alternativas que se denominan alelos. Los
organismos que presentan reproduccion sexual, como los seres humanos,
obtienen una pareja de genes que codifican a la misma proteina, uno que es
otorgado por la madre en el 6vulo y otro por el padre, via el espermatozoide (Klug

et al., 2006). Los genes que otorgan ambos padres pueden, 0 no, ser idénticos por
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lo que se dice que los organismos poseemos dos alelos del mismo gen. La
composicién alélica resultante se denomina genotipo (Klug et al., 2006).

Los genes poseen diferentes tipos de variaciones que dan origen a las
diferencias individuales entre sujetos, incluyendo la eficiencia cognitiva (Ruiz-

Contreras et al., 2013 y 2014).

1.3.4.1 GEN CNR1

El gen CNR1 se encuentra en el cromosoma 6ql4-15 posee 4 exones
(regiones del gen que se expresan) y cuatro intrones (ver Figura 11; Zhang et al.,
2004). Nuestro grupo, ha reportado previamente asociaciones entre el gen CNR1,

que codifica para el receptor CB1, y la memoria de trabajo (Ruiz-Contreras et al.,

2013y 2014).
5 Exdn 1 Exén 2 Intron 2 Exdn 3 Intrén 3 Exon 4 3

3.5 kb 2.3 kb 5.5 kb
WD 330p 12.3 kb

Figura 11. Conformacion del gen CNR1. En una vista del gen de 5 a 3’ se muestran la
localizacién de sus 4 exones (marcados por los rectangulos) y 3 intrones (lineas continuas
entre los rectangulos) las lineas mas obscuras dentro de cada exdén indican regiones que
son codificadas a proteina, el resto del rectangulo son regiones que no se traducen (i.e.
los exones son transcritos a ARN pero sélo las regiones obscuras son traducidas a
proteina). Ademas se indican cuéntos pares de bases (bp; kb kilobases) forman cada
exon e intron (i.e. exén 1: 302 bp, exdn 2: 38 b, exén 3: 3.3 kb, exén 4: 5.5 kb, intrén 1:
1.5 kb, intrén 2: 12.3 kb, intron 3: 2.3 kb; modificada al espafiol de Zhang et al., 2004).

Ruiz-Contreras et al. (2013), evaluaron las diferencias en la eficiencia en
memoria de trabajo con la tarea n-back asociada a la variacion genética dada por
la repeticion de un triplete de nucleotidos (AATN), localizado a 18,086 pares de

bases del inicio del sitio de transcripcion del exon 4 del gen CNR1 (Zhang et al.,
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2004) Este polimorfismo se repite entre individuos en un numero diferente de
veces. Ruiz-Contreras et al. (2013), reportaron que los sujetos con <12/<12
repeticiones AAT fueron més eficientes en comparacién con quienes tuvieron

>12/>12 repeticiones (ver Figura 12).
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Figura 12. Desempefio en la tarea n-back asociado al polimorfsmo AATn del gen CNRL1.
En el eje de las abscisas se agrupan los sujetos por genotipos (niUmero de repetidos del
AATn en tres grupos: <12/<12, <12/>12 y >12/>12), en el eje de las ordenadas se
muestra la Media + EEM ajustada de aciertos para las tareas 2 y 3-back como medida de
precision de la respuesta. Resultan significativamente (p=0.03) mas eficientes los jévenes
participantes en el grupo con <12/<12 repeticiones en comparacién con los del grupo
con>12/>12 (modificada al espafiol de Ruiz-Contreras et al., 2013).

Las desventajas de seguir estudiando este polimorfismo es que tiene una
alta variabilidad en las combinaciones posibles de polimorfismos entre los sujetos,
como para poder comparar grupos de individuos con una n estadisticamente
apropiada, por lo que se requiere una gran cantidad de sujetos; ademas de que
este polimorfismo localiza en una region no codificante del gen de la que no se ha

descrito su funcién (Zhang et al., 2004; NCBI).
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Existen otro tipo de variaciones genéticas como los SNPs (por sus siglas en
inglés Single Nucleotide Polymorphism) que, como su nombre indica, consisten en
el cambio de un solo nucleétido por otro, en una regién especifica del gen. Una
posibilidad de estos cambios es que pueden provocar la alteraciéon de la secuencia
de aminoacidos modificando la funcién de la proteina, ya sea porque existe un
aumento en la expresion de la proteina o porque la modificacion en la secuencia
facilita o dificulta el pegado del ligando con su receptor. También puede ocurrir
gue los SNPs se ubiquen en regiones reguladoras, es decir, secuencias en el ADN
que funcionan como sefializacién para las proteinas implicadas en el inicio de la
transcripcion de genes. Las regiones reguladoras, permiten controlar la
transcripcion de genes y, por tanto, los niveles de proteinas sintetizadas en las
células (Riethoven, 2010) y tengan como consecuencia que se modifique la
expresion (aumento, disminucion o el silenciamiento) del gen, modificando asi la
cantidad o las propiedades de la proteina sintetizada (revisado por Wang et al.,
2005). Sin embargo, en algunos casos, aunque haya este intercambio de un solo
nucledtido ambas secuencias posibles codifican para el mismo aminoacido (e.g.
en el cambio del nucledtido GAA a GAG ambas secuencias codifican para el
aminoacido glutamina) por lo que son denominados SNPs sinénimos (NCBI, 2005;
Klug et al., 2006).

En el caso del gen CNR1 se ha identificado el SNP rs2180619 localizado a
-3068 pares de bases del inicio de sitio de la transcripcion del exéon 1 (ver Figura
13), es decir, estd en una region potencialmente reguladora del gen; aqui se
intercambia una A por una G (Zhang et al., 2004). A pesar de que aun no se ha

demostrado cual es el efecto fisioldgico de este intercambio de nucleétidos, el
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rs2180619 podria involucrar diferencias en la expresion del gen vy, en

consecuencia, diferencias en la cantidad o constitucion del receptor CB1

sintetizado.
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Figura 13. Muestra de diferentes SNPs del gen CNR1. En una vista de 3’ a & se
muestran los exones e intrones del gen con la especificacion respectiva de los pares de
bases que los conforman. Ademas se indican los diversos SNPs que se han identificado
para el gen. En rojo se enmarca la localizacién especifica del rs2180619 (modificada al
espafol de Tiwari et al., 2012). rs: reference SNP; bp: pares de bases y kb: kilobases.

En estudios previos para el rs2180619 se ha observado, por ejemplo, que los
sujetos con genotipo GG presentan mayores niveles de ansiedad que quienes
poseen genotipo AA (Lazary et al.,, 2009); ademas, se ha asociado mayor
frecuencia del genotipo GG con abuso de sustancias que el genotipo AA (Zhang et
al., 2004). Sin embargo, hasta hace poco no se conocia si este polimorfismo
podria ser también un genotipo de riesgo para la funcion cognitiva.
Recientemente, Ruiz-Contreras et al. (2014) demostramos que sujetos sanos (i.e.
sin antecedentes neuroldgicos ni psiquiatricos y sin dependencia a sustancias) con
genotipo GG tienen menor eficiencia en una tarea de mantenimiento de
informacion en la memoria de trabajo (ver Figura 14). En la tarea se les
presentaba primero una pantalla con un punto de fijacién, posteriormente una
serie de cuatro imagenes (i.e. dos rostros y dos escenas) que se presentaban en

45



orden aleatorio, posteriormente un punto de fijaciébn y después de éste, un
estimulo prueba al que los sujetos debian contestar si habia estado o no dentro de

la serie de 4 estimulos presentada previamente.
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Genotipo del rs2180619

Figura 14. Diferencias en la precision de las respuestas en una tarea de mantenimiento
de informacion en la memoria de trabajo entre sujetos con genotipo AA y GG del
rs2180619. En el eje de las abscisas se agrupan los diferentes genotipos del rs2180619.
En el eje de las ordenadas se observa el indice de discriminacion d’ prima (d’) que permite
evaluar la precision de las respuestas de los sujetos (modificada al espafiol de Ruiz-
Contreras et al., 2014).

Ademas de ser una tarea de mantenimiento, la tarea tenia cuatro
condiciones experimentales, dos de ellas permitieron evaluar la distractibilidad de
los sujetos (i.e. la capacidad para inhibir informacion irrelevante). Una condicion
pedia atender a los rostros (recordar rostros) e ignorar las escenas y otra
condicion donde tenian que atender las escenas (recordar escenas) e ignorar los
rostros (el estimulo prueba era un rostro o una escena respectivamente). La
tercera condicion estaba orientada a evaluar el efecto de la carga en la memoria
de trabajo, es decir, los sujetos debian atender a ambos tipos de estimulos

(recordar ambos), y por tanto, el estimulo prueba podia ser una escena o un
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rostro. En la cuarta condicion se les pedia que vieran pasivamente los rostros y las
escenas pero el estimulo prueba era una flecha, los sujetos debian indicar hacia
qué sentido estaba orientada, ademas, en la instruccién se les indicaba cudl seria
el sentido de la flecha lo que volvia a esta condicion una tarea de tiempo de
reaccion simple funcionando asi como una condicién control, sin la participacion
de MT.

En los resultados se observaron diferencias en la precision de respuesta
entre los genotipos AA y GG en la condicion de mayor carga para la memoria de
trabajo, es decir, en la condicién recordar ambos tipos de estimulos siendo los GG
menos eficientes (Ruiz-Contreras et al., 2014) lo cual apoya los resultados
generales en la tarea presentada anteriormente (ver Figura 15).

4.0 1
< AA

3.5 - -+ AG
3.0 -

2.5 -1
2.0 -

16 1

d' (Media + EEM)

1.0 1

0.5 -

0.0

Mirar Recordar Recordar Recordar
pasivamente rostros escenas ambos

Condicion experimental

Figura 15. Precision en la respuesta, por condicidbn experimental, en la tarea de
mantenimiento de informacién asociada al genotipo del rs2180619. En el eje de las
abscisas se observa la condicion experimental (i.e. Mirar pasivamente, Recordar rostros,
Recordar escenas, Recordar ambos) y en el eje de las ordenadas el indicie de
discriminacion d’. Se observé menor eficiencia en los sujetos de genotipo GG que los AA
en la condicion recordar ambos tipos de estimulos (i.e. rostros y escenas) la cual es la
condicién con mayor carga para la memoria de trabajo (modificada al espafiol de Ruiz-
Contreras et al., 2014).
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Ademas, se midieron los tiempos de reaccion entre las condiciones y se
observé que los sujetos con genotipo GG tardaron mas en responder en la
condicion recordar escenas (ignorar rostros; ver Figura 16) lo que sugiere que son
mas vulnerables a distraerse ante cierto tipo de estimulos (Ruiz-Contreras et al.,

2014).

1050 ;
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Tiempos de reaccion (ms)
(Media £ EEM)

Genoapo: AA AG GG AA AG GG
Recordar rostros Recordar escenas
Condicion experimental
Figura 16. Tiempos de reaccién en funcion de la condicién experimental y el genotipo del
rs2180619. En el eje de las abscisas se agrupan a los diferentes genotipos del rs2180916
(i.e. AA, AG, GG) por condicién experimental (i.e. recordar rostros y recordar escenas); en
el eje de las ordenadas esta el Tiempo de Reaccion en ms. Se observa que los sujetos
con genotipo GG tardan mas en emitir su respuesta en la condicion atender escenas

comparado con la condicion recordar rostros, mientras que para los otros dos genotipos
esto no sucede (modificada al espafiol de Ruiz-Contreras et al., 2014).

Estos resultados apoyan la hipotesis de que el genotipo GG es un genotipo
de riesgo en la eficiencia de la memoria de trabajo, ademas de lo previamente
reportado, es decir, mayores niveles de ansiedad y mayor frecuencia en el abuso
de sustancias (Lazary et al., 2009).

Como se ha mencionado la memoria de trabajo se compone de tres

principales funciones: el mantenimiento, la manipulacion y actualizacion de
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informacion (Baddeley, 2001). El estudio de Ruiz-Contreras et al. (2014),
proporciona informacién solo de una de estas tres funciones, el mantenimiento,
por lo que resulta de interés evaluar si este SNP puede considerarse de riesgo en
la manipulacion y actualizacion de informacion de la memoria de trabajo pues, en
conjunto, estas tres funciones permiten la orientacion de la conducta dirigida por

objetivo.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La memoria de trabajo es la capacidad que tenemos para actualizar, mantener
y manipular informacién dirigida a una meta. En las areas cerebrales que regulan
la memoria de trabajo (como la corteza cerebral) se expresa el receptor CB1, que
forma parte del sistema endocannabinoide y participa en la neuromodulacién de
otros sistemas neuroquimicos asociados también a memoria de trabajo. El
receptor CB1 es codificado por el receptor CNR1. El alelo G del rs2180619 del
CNR1 se ha asociado a mayores niveles de ansiedad, abuso de sustancias y
disminucion en la capacidad de mantener informacion en la memoria de trabajo.
Sin embargo, se desconoce si este genotipo es también de riesgo para otras
caracteristicas de la memoria de trabajo como la manipulacion y la actualizacion
de informacién, por lo tanto, es necesaria la utilizaciébn de una tarea que exija
mayor demanda en estos dos aspectos, para lo cual la tarea n-back resulta una
ventaja; ya que ademas de demandar el mantenimiento de la informacion, es una

tarea que requiere de una constante manipulacion y actualizacion de la misma.

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Existe diferente ejecucion conductual entre los diferentes genotipos del
rs2180619 del gen CNRL1 en la actualizacion y manipulacion de informacion de la

memoria de trabajo?
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4. OBJETIVO GENERAL
Mostrar si la eficiencia conductual en la capacidad de manipular y actualizacion
informacion en la memoria de trabajo difiere entre los genotipos del rs2180619 del

gen CNR1.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Mostrar si existen diferencias en el indice de discriminacion entre estimulos
target y non-target, porcentaje de respuestas correctas y el tiempo de reaccién
en la tarea n-back en funcién del genotipo del rs2180619 del gen CNRL1.

e Mostrar si existen diferencias en el indice de discriminacion entre estimulos
target y non-target, porcentaje de respuestas correctas y el tiempo de reaccion
en la tarea n-back en funcién de la dificultad de la tarea, asociadas a los

diferentes genotipos del rs2180619 del gen CNRL1.

5. HIPOTESIS
Los participantes con el genotipo de riesgo GG en el rs2180619 tienen
menor eficiencia en la manipulacién y actualizacion de informacion de la memoria

de trabajo en comparacion con los participantes con genotipo AA.

5.1 HIPOTESIS ESPECIFICAS

e Los participantes con genotipo de riesgo GG en el rs2180619 del gen CNR1

tienen una menor eficiencia en el indice de discriminacion de estimulos target y
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non-target, porcentaje de respuestas correctas y tiempo de reaccién en
comparacién con los participantes con genotipo AA.

Los participantes con genotipo de riesgo GG en el rs2180619 del gen CNR1
tienen un menor indice de discriminacion de estimulos target y non-target,
porcentaje de respuestas correctas y el tiempo de reaccidn en comparacion

con los participantes con genotipo AA, en funciéon de la dificultad de la tarea.
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6. METODO

6.1 PARTICIPANTES
Fue una muestra intencional por conveniencia de 131 participantes (71

mujeres y 61 hombres), reclutados mediante volantes, carteles, correos
electronicos y a través de redes sociales. Todos los participantes leyeron una
carta de consentimiento informado y la firmaron cuando aceptaron su participacion
en el estudio.

Solo fueron aceptados aquellos participantes que cumplieron con los
siguientes criterios de inclusion: tener entre 20 y 30 afios, ser diestro, tener vision
normal o corregida, no haber consumido alguna droga ilicita al menos en los
altimos 12 meses previos al estudio, se permitié el consumo de cafeina, nicotina y
alcohol, sin embargo no debian presentar ni haber presentado dependencia a
ninguna sustancia, no padecer o tener antecedentes directos de enfermedades
neurologicas y/o psiquiatricas, no presentar depresién ni ansiedad y tener un
manejo de vocabulario adecuado para su edad.

Criterios de eliminacion: Dejar de participar en el estudio de manera
voluntaria. Ningan participante abandoné el estudio.

Esta investigacion fue aprobada por el Comité de Investigacion y Etica de la

Facultad de Medicina de la UNAM.

6.2 MATERIALES
Se utilizaron dispositivos Oragene DNA (Genotek, Otawa), uno por
participante, para la recoleccion de muestras de saliva para realizar la

genotipificacion. Para la purificacion de ADN y discriminacion alélica se utilizaron
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Microtubos, PreplT, hielo, etanol al 95%, etanol al 75% y sondas con un
fluorocromo especificas para elSNP rs2180619, para A, un flourocromo rojo y

para G, un flourocromo verde.

6.2.1 APARATOS

Se utiliz6 una computadora para la presentacion de la tarea con una
pantalla de 15.4 pulgadas, con una resolucion de 1024 x 768 pixeles, los estimulos
(descritos en 6.3) se presentaron en color negro (rojo: 0, verde: 0 y azul: 0) en una
pantalla de fondo en color gris (rojo: 200, verde: 200 y azul: 200). La captura de
respuestas fue en milisegundos (véase 6.3) con dos cajas de respuestas (una
izquierda y una derecha). Para la genotipificacion se utilizd un termobloque
Eppendorf® Thermomixer Comfort (para la incubacion de sustancias en el
proceso), una centrifuga y un espectrofotometro (el cual permiti6 determinar la
concentracion y pureza del ADN de las muestras) Nanodrop-1000 v3.2.1 (Thermo

Fisher Scientific, Pittsburgh).

6.2.2 INSTRUMENTOS

Los siguientes cuestionarios fueron utilizados como forma de exploracion
para el cumplimiento de los criterios de inclusion.
6.2.2.1 Carta de consentimiento informado. Es un documento en que se
explicitd a los sujetos la justificacion, objetivos del estudio y beneficios del mismo.
Se especificoO que se les daria a cada participante sus resultados de la variacion
del gen analizado y su desempefio en la tarea de memoria. Se detallo el

procedimiento de la sesion experimental, incluidos los cuestionarios a realizar, la
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tarea en computadora y la muestra de saliva que donaron. Se explic6 que no
habia riesgos asociados al estudio y se les aclaré que la decision de participar en
el estudio era voluntaria, sin consecuencias desfavorables para ellos y que toda la
informacion proporcionada Unicamente seria utilizada por los investigadores de
forma confidencial y con fines académicos.

6.2.2.2 Cuestionario de Datos generales y de antecedentes neurolégicos y/o
psiquiatricos. Se recopilaron mediante un cuestionario de preguntas cerradas
datos generales: nombre, teléfono, edad, direccién, escolaridad, afios de estudio,
existencia de algun padecimiento actual, consumo de farmacos, existencia de
padecimientos neuroldgicos o psiquiatricos, o antecedentes de los mismos en
linea directa (padres, hermanos, el sujeto o sus hijos).

6.2.2.3 Evaluacion de consumo de sustancias psicoactivas. Es un cuestionario
cerrado no autoaplicable en el que se pregunté a los participantes sobre el
consumo a lo largo de toda su vida de sustancias psicoactivas como: cafeina,
nicotina, alcohol, marihuana, cocaina, narcéticos, estimulantes, alucindgenos,
inhalantes, tranquilizantes o sustancias como esteroides, pastillas dietéticas o para
dormir. El consumo de cafeina, nicotina y alcohol durante los dltimos 12 meses
previos al estudio estuvo permitido siempre y cuando el participante no presentara
dependencia a cualquiera de ellas. La presencia de dependencia se determiné de
acuerdo con los criterios del Manual de Diagnostico y Estadistico de los
Trastornos Mentales cuarta edicion (DSM IV por sus siglas en inglés Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders), donde se considera dependiente si se
cumple 3 de 7 criterios, por ejemplo, el haber tratado de dejar de consumir

sustancia y haber fracasado. Ademas, para el alcohol se determind que el
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participante habia presentado abuso si cubria 1 de 4 criterios, por ejemplo, haber
estado intoxicado en alguna situacién donde corria riesgo fisico. Mientras que el
consumo de cualquier otra sustancia psicoactiva en los ultimos 12 meses o haber
presentado dependencia a éstas en algin momento de su vida, los excluyo de la
investigacion.

6.2.2.4 Inventario de Edimburgo. Este inventario permitid6 determinar la
lateralidad de los participantes (Oldfield, 1971). El cuestionario consta de 12
preguntas en donde los participantes indican cudl es su preferencia de uso de
manos y otras partes del cuerpo, de acuerdo a una escala likert de cinco opciones
(se indica entre paréntesis el puntaje que se da a cada respuesta): “Derecha muy
preferente (dos puntos para la derecha)’, “derecha preferente (un punto para la
derecha)’, “indiferente (un punto para la derecha y uno para la izquierda)”,
“‘izquierda preferente (un punto para la izquierda)” e “izquierda muy preferente (dos
puntos para la izquierda)”. A continuacién se hizo la sumatoria de los puntos

asociados al lado derecho y al izquierdo, posteriormente se realiza el siguiente

Puntos Derecha - Puntos izquierda

céalculo: 100

Puntos Derecha + Puntos izquierda
Se consideraron diestros aquellas personas que obtuvieron un puntaje igual o
mayor a +40 puntos.

6.2.2.5 Inventario de Depresion de Beck. Inventario autoaplicable que mide
sintomas asociados con depresion de acuerdo a los criterios del DSM 1V, el cual
posee sensibilidad clinica, un coeficiente de consistencia interna a=0.90 y un
coeficiente de confiabilidad en estabilidad a=0.92 (Steer et al., 2000; Beck et al.,

1996). Consta de 21 reactivos, divididos en bloques de cuatro oraciones cada uno.
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Para calificar, a cada oracién se le asigna un puntaje de 0 a 3. Los participantes
seleccionaron una oracion, de las cuatro posibles por reactivo, que mejor
correspondia con su estado de &nimo en la Ultima semana, incluyendo el dia de la
sesion experimental. Aquéllos que puntuaron =30 puntos fueron excluidos de la
investigacion, debido a que a partir de este puntaje se considera que el sujeto
posee sintomas severos de depresion.

6.2.2.6 Inventario de Ansiedad de Beck. Es un inventario autoaplicable que
consta de 21 sintomas asociados a ansiedad. Este inventario mide la severidad de
los sintomas de ansiedad en adolescentes y adultos tomando en cuenta sintomas
cognoscitivos y fisioldgicos; tiene una alta consistencia interna (0=0.92; Beck et
al., 1988). Las respuestas estan ordenadas en una escala tipo likert acerca de
cuanto le ha molestado al participante cada sintoma (e.g. mareos, bochornos,
nerviosismo, terror) en la Ultima semana incluyendo el dia de la sesion
experimental. La asignaciéon de puntajes es de 0-3, Nada o poco (0), M4s o menos
(1), Moderadamente (2), Muy severamente (3). Aquéllos que puntuaron = 26
fueron excluidos de la investigacion debido a que a partir de éste puntaje se
consideran sintomas severos de ansiedad.

6.2.2.7 Subescala de vocabulario del WAIS Ill. Es una subprueba de la Escala
de Inteligencia de Weschler para Adultos Il (WAIS Ill) no autoaplicable. Se les
pide a los sujetos que den las definiciones de una serie de 33 palabras que van
aumentando progresivamente en dificultad (e.g. reparar, renuente, ominoso) las
cuales se puntuan con 2, 1 o 0 puntos (Weschler, 2003). La puntuacion se asigna
dependiendo del contenido de la definicion. Las respuestas se califican con 2

puntos cuando se define con un buen sinGnimo correcto, se indica un uso
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principal, una clasificacion general o un uso figurativo correcto; con 1 punto
cuando la respuesta no es incorrecta pero es pobre en contenido, vago, con un
uso menor, con un ejemplo pero sin elaboracién del concepto y definiciones con
palabras relacionadas. Con 0 puntos cuando no se muestra comprension de la
palabra cuando son vagas, triviales y gran pobreza de contenido (Weschler, 2003).
Esta prueba refleja capacidades como formacion de conceptos, riqueza semantica
y verbal (Amador, 2013). Se utiliz6 como medida de control, para asegurar que
los resultados no se explicaran por el coeficiente intelectual (Cl) de nuestros
sujetos. Es una subprueba de rapida aplicacion y el puntaje obtenido en ella es un
indicador con una correlaciéon del r=0.80 con el Cl Total de la prueba. Es,
comparada con las otras subpruebas, la que posee mayor correlacion con el ClI

Total (Tulsky y Zhu, 2003).

6.3 TAREA n-back

Los participantes resolvieron la tarea n-back verbal usando letras como
estimulos, con dos niveles de dificultad, 2 y 3-back (ver Figura 2. Ay B), que se
resolvieron en blogues independientes y de manera contrabalanceada entre
sujetos. Se les presentd a los participantes en el centro de la pantalla una
secuencia semialeatoria de 120 estimulos (B, C, D, G, P y T) que aparecieron una
por una en un angulo de vision horizontal de 0.50° y un angulo de visién vertical de
0.90°. Cada letra se presenté por 500 ms y el intervalo entre cada letra fue de
2500 ms. La tarea del sujeto consistio en determinar si la letra que estaba viendo

en ese momento en pantalla era igual (estimulo target), o diferente (estimulo non-
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target) a dos (2-back) o tres (3-back) letras atras, dependiendo de la condicion
experimental. El 20% para ambas condiciones fueron estimulos target. El sujeto
tenia 2500 ms para responder a partir del inicio de la presentacion de la letra. Su
respuesta fue registrada con las cajas de respuesta, presionando un boton si la
letra actual era igual, y otro boton si la letra era diferente. Se contrabalanceo entre
sujetos el boton (del dedo indice izquierdo o derecho) con que el participante
respondia al estimulo target y al non-target. La programacion de la tarea fue a

través del software E-prime v.1.2.

6.4 GENOTIPIFICACION

Se obtuvo una muestra de saliva para la genotipificacion en los dispositivos
Oragene (DNA Genotek, Otawa). Cada muestra se extrajo y se colocé en
microtubos de donde se tomaron alicuotas de 1 ml (todos los microtubos usados
durante el proceso fueron rotulados). Las muestras fueron incubadas 60 minutos
en el termobloque Eppendorf® Thermomixer Comfort. Posteriormente, se adiciond
PreplT mezclandose e incubandose en hielo durante 10 minutos. Se centrifugaron
las muestras por 5 minutos en los microtubos. Posteriormente, se tomaron
alicuotas de 900 pl de sobrenadante y se transfirieron a microtubos nuevos. En
estos se agregaron 600 pl de etanol al 95% y se mezclé. Las muestras fueron
nuevamente centrifugadas por 2 minutos y decantandose el sobrenadante. Se
agregd 250 nl de etanol ahora al 75% y se dejaron incubar a temperatura
ambiente por 1 min. Se decanto el sobrenadante y se voltearon sobre toallas
absorbentes los microtubos para que la pastilla de ADN permaneciera en el fondo

de éstos permitiendo que el liquido restante saliera hasta quedar seco. La pastilla
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de ADN se resuspendid con agua, a partir de la cual se verificé en el
espectrofotometro Nanodrop-1000 v3.2.1 su concentracion (6ptimo mayores a
10ng/ul) y pureza (entre 1.7 y 2). Para la reaccion de discriminacion alélica se
usaron 20 ng totales de ADN.

Posteriormente, se uso la técnica de discriminacion alélica TagMan®, la cual
combina la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permitiendo amplificar la
porcién correspondiente al CNR1, ademas de un paso de deteccion de los alelos
especificos con un fluorocromo utilizando sondas especificas para el SNP
rs2180619 (TagMan® SNP Genotyping Assay cat. #4351379). Con esta técnica de
discriminacion alélica se imité la accion de la polimerasa para la duplicacion de
segmentos especificos de ADN, a través de un termociclador, con los primers
(FWD-CCCACCTCCATGGCAGAGA, y RVS-CAACCACGACCCCTAAAAGA AA).
Las sondas, por su parte, se adhirieron al sitio especifico del rs2180619, y una vez
gue se polimerizaron, ese segmento se amplifico la fluorescencia, detectada por el
software, que permitié detectar el alelo G — fluorescencia verde, A — fluorescencia
roja (un ejemplo del grafico generado por el software en la discriminacion alélica
para el rs2180619, se presenta en el anexo).

Para comprobar la validez de la discriminacion alélica, las muestras fueron
analizadas por duplicado (corroborandose al 100% los resultados). Ademas se

utilizaron controles (i.e. analisis de agua sin ADN), los cuales resultaron negativos.
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6.5 PROCEDIMIENTO

Se cit6 a cada participante en el laboratorio para realizar una entrevista y la
sesion experimental en el mismo dia, la duracion de la sesion fue variable y
dependia de cuénto tiempo tardaba cada participante en responder los
instrumentos.

Las entrevistas y las sesiones experimentales las realizamos integrantes del
Laboratorio de Neurogendmica Cognitiva quienes fuimos entrenados previamente
en la aplicacion de los cuestionarios y las tareas en computadora. Al llegar los
participantes se les preguntaba a los sujetos si habian consumido algun alimento,
bebida saborizada, fumado o besado a alguien en el boca una hora antes de la
sesion, si su respuesta era afirmativa se les pedia enjuagaran su boca con agua
simple con el objetivo de que la muestra de saliva, donada al final de la sesién, no
estuviera contaminada. Posteriormente, se les dio a leer la carta de
consentimiento informado (ver 6.2.2.1), y una vez que aceptaron su participacion,
se les aplicaron los cuestionarios e instrumentos antes referidos (ver 6.2.2).
Cuando se confirmaba por medio de los cuestionarios que cumplian con los
criterios de inclusion, pasaban a una computadora en donde se aplicaban las
tareas cognitivas con una duracion aproximada de 15 min. Se contrabalance¢ el
orden de aplicacion de 2 y 3-back, la mitad de los participantes respondieron
primero a 2-back y después 3-back. Tal como ha sido referido en el apartado 6.3,
se usaron dos versiones (izquierda y derecha) para contrabalancear la mano con

gue deberian responder al estimulo target.
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Al terminar las tareas en computadora se les pidié resolvieran la subescala de
vocabulario del WAIS (ver 6.2.2.6). Al finalizar se les pidi6 donaran la muestra de
saliva en los dispositivos Oragene (DNA Genotek, Otawa).

Las muestras fueron conservadas a temperatura ambiente y posteriormente
fueron llevadas al Instituto Nacional de Medicina Genémica para su
genotipificacion. Una vez que fueron conocidos los genotipos de los participantes,

éstos fueron agrupados para los andlisis estadisticos correspondientes.

6.6 ANALISIS DE DATOS
Se realiz6 el célculo del equilibrio de Hardy-Weinberg a través de un andlisis
de x? para determinar la distribucién de proporciones alélicas del rs2180619.
Ademas, se hicieron comparaciones entre los genotipos del rs2180619 para
hacer la descripcion sociodemografica de la muestra y controlar que las
diferencias obtenidas en memoria de trabajo no fueran explicadas por alguna de
estas variables. Los andlisis realizados fueron: un andlisis de y? en funcién del
genotipo para la n de hombres y mujeres; andlisis de varianza (ANOVA) de una
via, con variable independiente genotipo (AA, AG, GG) para las variables
dependientes: edad, afios de escolaridad y puntaje en la subescala de vocabulario
del WAIS IlI; analisis Kruskal-Wallis con la variable independiente genotipo (AA,
AG, GG) para las variables dependientes: puntaje del Inventario de Edimburgo,
puntaje del Inventario de Depresion de Beck e Inventario de Ansiedad de Beck.
Para el andlisis de la ejecucion en la tarea n-back, la variable independiente
entre grupos fue Genotipo rs2180619 (AA, AG, GG) y la variable para medidas

repetidas fue la Complejidad de la tarea (2 y 3-back).
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Las variables dependientes fueron porcentaje de respuestas correctas
(%RC), d prima (d") y tiempo de reaccion (TR).

El %RC, como medida de la ejecucién de la tarea, se obtuvo del total de
respuestas correctas a los estimulos target (responder “igual”) y non-target
(responder “diferente”).

Se calculé d’ como medida de discriminacién entre los estimulos target y
non-target. La d’ se utilizé como indice de discriminacion porque en la tarea n-back
medidas como numero o porcentaje de respuestas correctas a los estimulos target
no siempre reflejan eficiencia, un participante podria siempre presionar el boton
para indicar que el estimulo es igual a n-atras, sin importar si el estimulo
realmente fue igual, y se obtendria asi un 100% de respuestas correctas (Haatveit
et al.,, 2010). El célculo de d’ proviene de la teoria de deteccion de sefiales
(Haatveit et al., 2010); esta teoria plantea cuatro posibilidades de respuesta en la
deteccion de los estimulos: aciertos, falsas alarmas, errores y rechazos correctos.
Para el calculo de d’ como medida de discriminaciéon se requieren los Aciertos y
las falsas alarmas. En los Aciertos se presenta un estimulo target y el participante
responde con el botdn “igual” (respuesta correcta) mientras que en las falsas
alarmas se presenta un estimulo non-target y el participante presiona “igual”
(respuesta incorrecta). La obtencion de d’ se calculd: d" =Zacieros- Zra. Para lo que
fue necesario calcular la tasa de Aciertos con la férmula: Aciertos / Total de
estimulos target y el célculo de la tasa de Falsas Alarmas: Falsas Alarmas/ Total
de estimulos non-target. Una vez calculadas ambas tasas se buscé el puntaje Z
para cada una en Excel® usando la siguiente férmula: NORMSINV(Aciertos) y

NORMSINV(FA), posteriormente fue posible restarlos de acuerdo a la formula
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mencionada previamente. Este indice permiti6 observar la discriminacion de los
estimulos de los participantes, una d’ < 0 indica aproximadamente un 50% (o
menos) de precision en las respuestas sugiriendo que el participante estuvo
respondiendo de manera aleatoria, mientras que altos puntajes de d’ indican que
el estimulo target fue altamente distinguido del non-target (Stanislaw y Todorov,
1999).

Para el caso de los TR (i.e. el intervalo entre la aparicion del estimulo y emision
de la respuesta; Hensen, 2006), estos fueron medidos en ms y registrados
autométicamente por el software, a partir de la aparicion del estimulo en la
pantalla.

Estas medidas conductuales fueron comparadas entre genotipos a través de
un ANOVA mixto, con los factores Genotipo (AA, AG, GG) por complejidad de la
tarea (2-back y 3-back), para determinar si existian diferencias conductuales entre
grupos. Se consideraron significativos los resultados con una p<0.05. Para
determinar entre qué comparaciones de las realizadas en el ANOVA mixto
resultaban estadisticamente diferentes se usé la prueba post-hoc Tukey Kramer

HSD (Honestly Significant Difference) para N desiguales.
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7. RESULTADOS

7.1 DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Las frecuencias genotipicas, para el rs2180619, de la muestra fueron:

AA=30; AG=77; GG=24. En la Figura 17 se muestran estas frecuencias en

porcentajes.
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Figura 17. Porcentaje (%) de participantes de la muestra para cada genotipo del
rs2180619.

Las frecuencias alélicas fueron: A=137; G=101 (A=57.56 %; G= 42.44 %).
Se observaron diferencias en la distribucion alélica y?=4.13 p=0.04 por lo que no

se obtuvo el equilibrio de Hardy-Weinberg en esta muestra.
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En el andlisis de las caracteristicas sociodemograficas de la muestra (Tabla

1) no se observaron diferencias significativas en ninguna de las variables medidas

en funcion del genotipo.

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas de la muestra

Genotipos para el rs2180619

Prueba
estadistica

AA

AG

GG

Hombres/Mujeres

14/16

36/41

10/14

2
X" =020

0.90

Edad (afios; Media +
EEM)

22.93+0.53

22.96 +0.33

23.54 + 0.59

F (2,128)= 0.401

0.67

Escolaridad (afios;
Media + EEM)

16.26 + 0.32

15.89 +0.20

15.91 +0.36

F (2,128)= 0.49

0.61

Inventario de
Edimburgo [Mediana
(Rango)]

95 (55-100)

90.45 (45-100)

90.5 (60-100)

H (2, N=131)=0.18

0.91

Inventario de
Depresion de Beck
[Mediana (Rango)]

5 (0-17)

5(0-19)

4.5 (0-18)

H (2, N=131)= 0.25

0.88

Inventario de
Ansiedad de Beck
[Mediana (Rango)]

5.5(0-22)

4(0-19)

5(0-17)

H (2, N=131) =1.66

0.44

Subescala de
Vocabulario WAIS I
(puntuaciones
naturales; Media +
EEM)

40.83+1.24

41.51 +0.77

44.75 +1.39

F (2,128)= 2.61

0.08

EEM: Error Estandar de la Media; WAIS lll: Subescala de vocabulario de la Escala de
Inteligencia de Weschler para Adultos Il1.
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7.2 EJECUCION DE LA TAREA n-back

7.2.1 %RC
Con la finalidad de medir la ejecucién de la tarea se analizé el %RC. En

este andlisis no se observaron diferencias significativas en funcién del Genotipo
(AA, AG, GG) p= 0.45, pero si se observaron diferencias significativas en funcién
de la Complejidad (2-back, 3-back) F(1,128)= 27.22 p<0.001 y una interaccion
significativa entre Genotipo x Complejidad F(2,128)= 4.55 p=0.012, el analisis
post-hoc mostré que el %RC para 3-back fue menor que 2-back solo para los

sujetos con genotipo AG y GG, pero no para los AA (ver Figura 18).
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Figura 18. Porcentaje de respuestas correctas (%RC), a los estimulos target y non-target,
en funcion del Genotipo (AA, AG, GG) y la Complejidad de la tarea (2-back, 3-back). Se
muestra en azul obscuro los resultados de la condicion 2-back y en azul claro los

resultados de la condicion 3-back. El * indica interaccion significativa entre Genotipo x
Complejidad F(2,128)= 4.55 p=0.012.
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722d
Se calculé d’ con la finalidad medir el indice de discriminacion entre los

estimulos target y non-target. Los andlisis conductuales de la ejecuciéon de 2 y 3-
back demostraron que, en d’, no se observaron diferencias por Genotipo (AA, AG,
GG) p=0.87. Resultdé significativo el efecto de Complejidad (2-back, 3-back)
F(1,128)=95.16 p<0.001 y la interaccion Genotipo x Complejidad F(2,128)= 3.92
p=0.02 (Figura 19); el analisis post-hoc mostr6 que las diferencias significativas se

encuentran en la ejecucion de 2-back y 3-back en todos los genotipos.
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Figura 19. indice de discriminacion (d’; Media+EEM) a los estimulos target y non-target
en funcion del genotipo (AA, AG, GG) y la complejidad de la tarea (2-back, 3 back). En
azul obscuro los resultados de la condicion 2-back y en azul claro los resultados de la
condicion 3-back. * Interaccion significativa entre Genotipo x Complejidad F(2,128)= 3.92
p=0.02.
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Debido a que graficamente se observa que las diferencias entre 2 y 3-back
son distintas en funcién del genotipo, se realiz6 un ANOVA de una via en el que
se consider6 como variable independiente el Genotipo (AA, AG, GG) y como
variable dependiente la Diferencia de d’ entre 2 y 3-back [d’(2-back — 3-back)].
Este andlisis resultd significativo F(2,128)= 3.91 p=0.02. La diferencia de d’ en la
complejidad fue menor en los sujetos AA que en los sujetos GG, mientas que los

sujetos AG no difirieron de los otros dos genotipos.

723 TR
Se midieron los TR con la finalidad de medir el intervalo entre la aparicion

del estimulo y la emision de la respuesta de los participantes. No se obtuvieron
resultados significativos en funcion del Genotipo p= 0.88, la interaccidén resulté
significativa p=0.02, sin embargo, el analisis post-hoc mostr6 que no existian

diferencias estadisticamente significativas.

7.2.4 ANALISIS SUBSECUENTES

Debido a que no se control6 con una medida de laboratorio clinico los
niveles hormonales asociados al ciclo menstrual en el que se encontraban las
mujeres se realizé un Andlisis Multivariado de la Varianza (MANOVA) en el que se
consideraron como variables entre grupos Genotipo (AA, AG, GG) y Sexo

(hombre, mujer) para d’, %RC vy TR.

En @’ la variable Sexo no resulto significativa (p=0.71); ni en interaccion con
las otras variables Genotipo x Sexo (p=0.62); Genotipo x Sexo x Complejidad

(p=0.50). Se obtuvieron los mismos efectos de los analisis generales: Genotipo
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p=0.93; Complejidad F(1,125)=92.60 p<0.001; Genotipo x Complejidad F(2,

125)=4.13 p=0.018.

Para el %RC la variable Sexo no resulté significativa (p=0.20), ni mostro
interacciones con los otros factores Genotipo x Sexo (p=0.76); Complejidad x
Sexo (p=0.80); Genotipo x Sexo x Complejidad (p=0.57). De la misma forma que
para d’, se conservaron los efectos observados en el andlisis original Genotipo
(p=0.48); Complejidad F(1,125)=26.75 p<0.001; Genotipo x Complejidad F(2,

125)=4.71 p=0.01.

Para los TR se mantuvieron los resultados del andlisis original: Genotipo
(p=0.99); Sexo (p=0.017); Complejidad (p=0.046); Genotipo x Sexo (p=0.81);
Complejidad x Genotipo (p=0.03); Complejidad x Sexo (p=0.43); Complejidad x
Sexo x Genotipo (p=0.92). A pesar de que las variables Sexo y Complejidad, asi
como, la interaccion Complejidad x Genotipo resultaron significativos, el analisis
post-hoc demostré que no hubo diferencias estadisticas en ninguna de las

comparaciones.

Ademés, como analisis adicional y para observar si la distribucion de
frecuencias de la fase hormonal de las mujeres podria afectar nuestros resultados,
las mujeres fueron clasificadas en una tabla de frecuencias en funcion del
genotipo y la fase del ciclo hormonal en la que se encontraban (ver Tabla 2). La
fase se calculd, asumiendo normalidad del ciclo menstrual, a partir del
autorreporte de las participantes de las fechas del primer dia de su Ultima

menstruacion y la del primer dia de la menstruacion posterior a la sesion
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experimental se excluyeron 7 mujeres de la muestra inicial (n=71) debido a que no

se tenian las fechas de su menstruacion para el calculo, quedando una n=64.

Las mujeres fueron clasificadas en Fase Folicular y Fase Lutea, tomando
como inicio de la Fase Lutea el dia de ovulacién (calculado con base en las fechas
referidas; Sloane, 2002). Sin embargo, las participantes en la Fase Folicular
fueron reclasificadas en Menstruacién (o Fase Folicular Temprana) y Fase
Folicular Tardia debido a que se ha reportado que las concentraciones de estradiol
son estadisticamente distintas en estas fases (i.e. Menstruacién= 110+59 pmol/l y
Folicular tardia= 324+260 pmol/l; Thim et al., 2014) y se han observado diferencias
en la ejecucion en la memoria de trabajo comparando estas fases (medido con
tareas n-back; Joseph et al., 2012). La Fase de Menstruacién o Fase Folicular
temprana se determindé con una duracién de 5 dias (dia 1 al 5; de acuerdo al

promedio observado en la literatura; NWHIC, 2002).

De esta manera, quedaron entonces: Menstruacién o Folicular Temprana,

Folicular Tardia y Fase Lutea.

Tabla 2. Frecuencias de mujeres por fase hormonal en funcion del genotipo del
rs2180619.

AA AG GG TOTAL
Menstruacion o
Fase Folicular 3 3 2 8
Temprana
Fase FoIquIar 6 15 3 24
Tardia
Fase Lutea 5 19 8 32
TOTAL 14 37 13 64
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Posterior a la clasificacion se realizé un andlisis de y? para determinar
estadisticamente si la distribucion de las frecuencias por Fase Hormonal
(Menstruacion o Folicular Temprana, Folicular Tardia y Fase Lutea) en funcion del
Genotipo (AA, AG, GG) podrian afectar los resultados. No se obtuvieron
diferencias significativas entre las frecuencias de mujeres en las diferentes fases

en funcién del genotipo (p=0.49).
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8. DISCUSION

Nuestros resultados muestran que existe una interaccion entre el genotipo y la
complejidad de la tarea en el %RC y el nivel de discriminacion (medido por d)),
mientras que para los TR no se encontraron resultados que permitan asociar la
velocidad de procesamiento en la memoria de trabajo con el rs2180619.

Se observo que, el %RC para los participantes con genotipo AG y GG, fue
menor en 3-back comparado con 2-back; mientras que los participantes AA no
difiieron en funcion de la complejidad. Lo anterior sugiere que para los
participantes AA el aumento de la complejidad no constituyé un reto a su
capacidad para actualizar y manipular informacion en memoria de trabajo, pero
para los sujetos portadores de al menos un alelo G, el aumento en la complejidad
de la tarea resultd en una alta demanda evidenciada por la disminucion en su
eficiencia.

Medido con d’, se observa que al aumentar la complejidad de 2 a 3-back la
eficiencia disminuye en todos los genotipos. Diversos estudios han mostrado este
efecto de complejidad (McAllister et al., 2001; Jonides, 1997) por ejemplo, Jonides
et al. (1997) demostraron que en sujetos sanos al aumentar la complejidad de la
tarea desde 0-back hasta 3-back aumentaron los errores significativamente. Sin
embargo, a diferencia de nuestro estudio, la mayoria de las investigaciones
reportan la eficiencia soélo con el %RC (e.g. McAllister et al., 2001; Zhang et al.,
2014). Utilizamos d’ como medida de eficiencia porque, como ya ha sido referido,
resulta un analisis con mayor precision para evaluar si los sujetos han
discriminado entre los estimulos target y non-target (Haatveit al., 2010). En este

sentido, nuestros resultados son confiables al haber replicado el efecto de
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complejidad con este indice (d’), tal como se ha reportado (Haatveitet al., 2010).
El andlisis de las diferencias entre d’ de 2-back y d’ de 3-back en funcién del
genotipo mostrd que la diferencia es significativamente mayor para los sujetos GG
comparados con los AA, lo que permite sugerir que a los sujetos AA les afecta
menos el aumento en la dificultad que los sujetos GG.

La disminucién de la eficiencia en la memoria de trabajo en situaciones de alta
demanda, podria ser explicado por una baja eficiencia en la atencion (Awh et al.,
2006; Fougnie, 2008), ya que se ha observado que la atencién y la memoria de
trabajo tienen una estrecha relacion (Awh et al., 2006; Vogel et al., 2005).

Por ejemplo, en tareas en las que se compara el desempefio de los sujetos
cuando deben atender dos caracteristicas de un solo estimulo (e.g. color y
posicion del estimulo) o una caracteristica de dos estimulos (e.g. el color del
estimulo A y la posicién del estimulo B) y se les pregunta, tras un periodo de
retraso, acerca de las caracteristicas presentadas, se ha observado que la
precision de los reportes es mayor cuando se debe atender a dos caracteristicas
de un solo estimulo, comparado con atender una caracteristica en dos estimulos,
lo que sugiere la existencia de un limite de la informaciébn que puede ser
mantenida y atendida simultaneamente (Awh et al., 2001). Lo anterior resulta
consistente con nuestros resultados de complejidad, esto es, a mayor numero de
estimulos por mantener y atender (ante una actualizacion constante) menor
eficiencia (3-back contra 2-back).

Ademas, se ha propuesto que las diferencias individuales en la memoria de
trabajo podrian estar explicadas por la eficiencia en el control atencional, es decir,

los sujetos con mayor vulnerabilidad a la distraccion o interferencia de informacion
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irrelevante son menos eficientes en memoria de trabajo (Unsworth et al., 2009;
Ruiz-Contreras et al., 2014).

En el estudio de Minamoto et al. (2010) clasificaron a sus participantes (con
base en una tarea previa) en sujetos con alta y baja capacidad en memoria de
trabajo. Posteriormente, resolvieron una tarea de mantenimiento de informacién
con estimulos clave y estimulos distractores. Se observé que los sujetos con baja
capacidad tuvieron menor precisibn y mayores tiempos de reaccién en la
resoluciéon de la tarea. Sugiriendo la existencia una relacion entre ser vulnerable a
la distraccién y la baja capacidad en memoria de trabajo. De la misma forma, en el
estudio de Vogel et al. (2005) se observé que la capacidad en memoria de trabajo
estaba correlacionada con la eficiencia para filtrar informacion irrelevante, es decir,
los sujetos con mayor eficiencia para filtrar informacién eran mas eficientes en la
memoria de trabajo.

En pacientes con Trastorno por Déficit de Atencién con/sin Hiperactividad
(TDA-H), se ha observado una mayor activaciéon (comparados con los sujetos
controles) de regiones frontales (las cuales, como se ha revisado previamente,
estan asociadas con la memoria de trabajo; Baars y Gage, 2010) en tareas 1y 2-
back; y se observdé mayor activacion en la condicion 2-back; ademas, de una
tendencia no significativa a cometer mayor numero de no respuestas (Ehlis et al.,
2008). Esto indica que a pesar de que no hay diferencias significativas en la
eficiencia de la tarea, los problemas atencionales relacionados con el TDAH
también podrian estar modificando la activacion cerebral, que es mas evidente

cuando la demanda es mayor (2-back).
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En sujetos jovenes sanos, previamente mostramos que los sujetos con
genotipo GG son mas susceptibles a distraerse (Ruiz-Contreras et al., 2014). Los
resultados de la presente tesis podrian deberse a una diferencia en el control de la
atencioén en los portadores del alelo G (AG y GG) en tareas de memoria de trabajo
de alta demanda en la actualizacion y manipulacion de informacion, evidenciado
por la disminucién del %RC entre 2 y 3-back.

Cabe destacar que no existieron diferencias en funcion del genotipo en las
caracteristicas sociodemogréficas, sefialadas en la Tabla 1, lo que demuestra que
estas variables no estan explicando las diferencias encontradas en funcién del
genotipo del rs2180619.

Ademas, los andlisis suplementarios en los que se incluyé la variable Sexo, los
cuales indicaron que no hubo resultados significativos asociados a esta variable,
aunque si se mantuvieron los efectos observados en los andlisis principales (d’,
%RC y TR). Estos andlisis suplementarios, fueron realizados debido a que en la
literatura existen resultados contradictorios sobre si la fase hormonal (para las
participantes mujeres) afecta la eficiencia de la memoria de trabajo (Hampson y
Morley, 2013) o no lo hace (Joseph et al., 2012). Adn con lo anterior, nuestros
resultados son consistentes porque al agregarse la variable Sexo no hubo efectos
con ésta ni interacciones con alguna otra variable dependiente. Se agrego
ademas, un analisis de y? que permitié determinar que no existian diferencias en
la distribucion de frecuencias de la fase hormonal de nuestras participantes en
funcién del genotipo, lo que permite sugerir que en nuestra muestra la variable
Sexo (y por ende la fase hormonal en la se encontraban las mujeres), no esta

modificando los resultados asociados con los genotipos del rs2180619.
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El haber obtenido resultados significativos en la presente tesis permite sugerir
que las variaciones genéticas, y especificamente las variaciones del rs2180619,
son una posible explicacion a las diferencias individuales que ya han sido
reportadas en memoria de trabajo (Vogel et al., 2005).

Ademas, los resultados de este estudio aumentan el conocimiento sobre la
asociacion de los genotipos del rs2180619 con la memoria de trabajo,
demostrando que no sélo se asocia con el mantenimiento de informacion (Ruiz-
Contreras et al., 2014) sino también con la actualizaciébn y manipulacién de
informacion, en situaciones de alta demanda.

Especificamente para el rs2180619, se ha descrito in silico (i.e. simulacion
computacional) que existen diferencias alelo especificas (entre el alelo Ay G) en
la afinidad a factores de transcripcién, sugiriendo que existen diferencias
(dependientes del alelo que se porta) en la sintesis de receptor CB1 (Lazary et al.,
2009). Previamente, se ha observado que ratones knock-out al receptor CB1 (i.e.
modificados genéticamente para no expresar este receptor), comparados con
ratones silvestres (ratones no modificados genéticamente con expresion del
receptor CB1; ratones wild-type) son menos eficientes en memoria de trabajo,
medido con el laberinto agua de Morris (ver descripcion del laberinto pagina 33).
Los ratones knock-out tienen mayores latencias de escape, rutas mas largas para
localizar la plataforma de escape y si se cambia la localizacion de la plataforma
regresan mas veces a la localizacién previa que los ratones wild-type, es decir, no
recuerdan la nueva localizacion (Varvel y Litchman, 2002); lo que sugiere
perseverancia en el mantenimiento de la informacion. En pacientes

esquizofrénicos se ha observado que existen modificaciones en la expresion del
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receptor CB1 en el cerebro (Dean et al., 2001) y, paralelamente se ha observado
gue tienen menor eficiencia en memoria de trabajo comparados con sujetos sanos
(Johnson et al., 2006). En conjunto, estos hallazgos sugieren que las
modificaciones en la cantidad de CB1 estan asociados con los déficits observados
con en MT en estos pacientes. Dado lo anterior, es posible hipotetizar que la
presencia del alelo G del rs2180619 disminuye la cantidad de receptor CB1
sintetizado y los resultados de esta tesis darian un correlato conductual de esa
expresion. Sin embargo, aun no se conoce el efecto funcional de este SNP sobre
el receptor.

Esta tesis amplia el conocimiento de la participacion del sistema
endocannabinoide en la memoria de trabajo en humanos, lo cual resulta légico
dado que el receptor CB1 (codificado por el gen CNR1) se encuentra expresado
en regiones involucradas en la memoria de trabajo (ver Figura 3; Burns et al.,
2007). Si bien ya ha sido descrito que la memoria de trabajo se afecta con la
administracion de farmacos agonistas al CB1, tanto en ratas (Silva de Melo et al.,
2005) como en humanos (Bossong et al., 2012), con nuestros resultados es
posible demostrar que el sistema endocannabinoide estd participando en la
modulacion de la actualizacion y manipulacion de la informacion de memoria de

trabajo, en sujetos sanos y sin estar el bajo efecto de un farmaco.
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9. LIMITACIONES Y SUGERENCIAS

Nuestra principal limitante es que no se ha demostrado el efecto fisioldgico del
rs2180619 en la sintesis del CB1 y se desconoce si modifica la cantidad o las
propiedades del CB1. Como se ha mencionado anteriormente, nuestra hipotesis
es que la presencia del alelo G disminuye la expresion de la cantidad de receptor,
sin embargo, es necesario investigar sobre el efecto fisiolégico real de este
polimorfismo. Una forma para determinarlo podria ser con el uso de PET y
comparar si existen diferencias en la expresiéon del receptor en el SNC entre los
genotipos asi como, el estudio de otras posibles implicaciones a nivel conductual.

Otra de las limitaciones de nuestro estudio fue no haber tenido medidas
hormonales sobre el momento de fase hormonal, en el que se encontraban las
mujeres. Nuestros resultados del andlisis general no mostraron diferencias cuando
se agrego6 la variable Sexo, sin embargo, se sugiere que en proximos estudios se

evalle con precision la fase hormonal de las participantes.
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10.CONCLUSION

Nuestros resultados muestran que la eficiencia en las capacidades de
actualizacion y manipulacion de informacion en la memoria de trabajo difieren en
funcién de los alelos del rs2180619 del gen CNR1. Los homocigotos AA tienen la
misma eficiencia conductual adn cuando la dificultad de la tarea incrementa,
mientras que los sujetos con al menos un alelo G muestran menor eficiencia con el
aumento en la complejidad de la tarea.

Ademas, los resultados de esta tesis demuestran la participacion del sistema
endocannabinoide en la modulacion de la actualizacion y manipulacion de la
informacion en memoria de trabajo en sujetos sanos y sin estar el bajo efecto de

un farmaco.
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ANEXO

Figura 20. Ejemplo de grafico obtenido en la discriminacion alélica para el rs2180619. En el eje de las
abscisas se muestra la fluorescencia detectada por el software para el alelo A y en eje de las ordenadas
la florescencia detectada para el alelo G. Los puntos rojos indican sujetos homocigotos para el alelo A
(AA), en verde sujetos heterocigotos (AG) y los puntos azules indican los sujetos homocigotos para el
alelo G (GG). Los cuadros negros son los controles negativos (sin muestra de ADN) y las cruces, las
muestras que no pudieron ser identificadas por el software, probablemente por problemas en el manejo
de las muestras (estas muestras se analizaron nuevamente).
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