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Efecto del antagonista nicotinico erisodina sobre la consolidacion de la memoria

RESUMEN

Hay evidencias de la participacion del sistema colinérgico en los procesos
mnemonicos. Dihidro-B-eritroidina (DHBE) es un antagonista colinérgico, empleado
para estudiar el papel del receptor nicotinico neuronal a4p2, el cual esta implicado en
los procesos de atencion y memoria; sin embargo, este antagonista también presenta
afinidad a otros receptores como a7, a3B4 y a3p2. Se ha indicado que Erisodina, otro
antagonista nicotinico presenta siete veces mas afinidad al receptor o432 que su
analogo DHBE, lo que convierte al alcaloide Erisodina en una herramienta util para la
caracterizacion funcional de este receptor. Por tal motivo, en este estudio se aisld
Erisodina de semillas de Erythrina americana y se le usO para determinar la
participacion del receptor a432 en la consolidaciéon de la memoria. Para la prueba
conductual 46 ratas macho Wistar (250-350g) se distribuyeron al azar en grupos
independientes (n = 6 - 13) para implantarles canulas bilaterales dirigidas al
hipocampo ventral (AP = - 5.1, ML = + 4.8, DV = - 7.4). Ocho dias después de la
cirugia, fueron entrenadas en una tarea de evitacion inhibitoria recibiendo en las
extremidades un choque eléctrico de 0.8 mA. Inmediatamente después del
entrenamiento, los animales recibieron uno de los siguientes tratamientos: nicotina
(2.0 pg / uL), DHBE (2.0 pg / L), Erisodina (2.0, 6.0 ug / yL) o solucién salina (1.0 yL /
min). La prueba de retencion se realizé a las 24 h. Los resultados indicaron que el
agonista colinérgico nicotina, no deterioré la memoria mientras que los antagonistas
DHBE y Erisodina impidieron la consolidacion de la tarea de evitacion. Se ha
reportado que erisodina presenta mayor afinidad a los receptores nicotinicos o432, sin
embargo, en este estudio se encontr6 que el deterioro de la memoria fue
significativamente mayor con DHBE que con erisodina, esto sugiere la posibilidad de
que los otros receptores a los que DHBE es afin (a3B4, a3B2 y a7), ocasionan un
deterioro adicional en la consolidacion de la memoria; sin embargo, es necesario
someter esta hipotesis a prueba experimental. Finalmente, este estudio evidenci6 que
los receptores nicotinicos a4p2 localizados en el hipocampo ventral participan de

manera significativa en la consolidacion de memoria.

PALABRAS CLAVE: consolidacion, Dihidro-B-eritroidina, Erisodina, evitaciéon

inhibitoria, antagonistas nicotinicos.
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ABSTRACT

There is evidence of involvement of the cholinergic system in mnemonic
processes. Dihydro-B-erythroidine (DHBE), cholinergic antagonist, is used to study
the role of 432 neuronal nicotinic receptor, which is involved in the processes of
attention and memory; however, this antagonist also has affinity to a7, a3f4 and
a3B2 nicotinic receptors. It has been indicated Erysodine, another nicotinic
antagonist, has 7-fold greater affinity by a4p2 receptor than its analog DHBE, so
Erysodine alkaloid can be an important tool for functional characterization of
nicotinic acetylcholine receptors. Therefore, in this study Erysodine was isolated
from Erythrina americana seed and was used to determine the involvement of
a4p2 receptor in memory consolidation. For behavioral test 46 male Wistar rats
(250-350 g) were distributed randomly into independent groups (n = 6-13) and
cannulas were bilaterally implanted into the ventral hippocampus (AP = - 5.1, ML =
+ 4.8, DV = - 7.4). Eight days after surgery, they were trained in inhibitory
avoidance task with 8.0 mA extremities-shock. Immediately after training, the
animals received one of the following treatments: nicotine (2.0 ug / yL), DHBE (2.0
Mg / uL), Erysodine (2.0, 6.0 ug / pL) or saline (1.0 uL / min). The retention test was
performed at 24 h. The results indicated that the cholinergic agonist nicotine did
not impair the memory, while Erysodine and DHPBE antagonists prevented
consolidation avoidance task. It has been reported that Erysodine has more affinity
for a4p2 nicotinic receptors, however, in this study it was found that memory
impairment was significantly greater with DHBE that Erysodine, this suggests the
possibility of other receptors to which DHBE is affine (a3p4, a3p2 and a7), yield a
further deficit in memory consolidation; however, this hypothesis should be tested.
Finally, this study showed that a432 nicotinic receptors into ventral hippocampus

are significantly involved in memory consolidation.

KEY WORDS: consolidation, Dihydro-B-erythroidine, Erysodine, inhibitory

avoidance, nicotinic antagonists
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Efecto del antagonista nicotinico erisodina sobre la consolidacion de la memoria

I. INTRODUCCION

Junto a las fuerzas selectivas de la evolucion, el aprendizaje y la memoria
son el medio principal de adaptacion de los seres vivos a las variaciones de su
medio ambiente (Morgado, 2005). Las diversas definiciones de aprendizaje
coinciden en que este proceso es un cambio relativamente permanente, en la
conducta de un sujeto, que resulta de la experiencia (Bower & Hilgard, 2011), por
otro lado la memoria se refiere a la persistencia del aprendizaje en un estado que
puede ser revelado un tiempo después (Squire, 1987). De acuerdo con los
estudios de Atkinson y Shiffrin (1968) la memoria ha sido considerada como un
proceso que implica las siguientes etapas: codificacion de la informacion,
consolidacion y evocaciéon de la memoria.

La memoria es un proceso complejo que no se encuentra localizado sino que
involucra numerosas areas del cerebro (Ruiz & Lopera, 2008), los diversos
estudios de dafo en el hipocampo (HC) de primates han sugerido que éste
participa en la asociacion de la informacién proveniente de diferentes regiones
corticales (Maguire et al., 1996; Rolls, 1996). En la rata, se ha demostrado que el
HC participa en la memoria espacial y juega un papel esencial en los procesos de
integracion (Sharp, 1997; McNaughton et al., 1996; Maaswinkel & Whishaw, 1999)
y en la consolidacion del aprendizaje (Morris et al., 1982; Olton, 1983; Olton &
Papas, 1979; Vann et al., 2000).

El HC se subdivide en dorsal (HD) y en ventral (HV), no sodlo
morfolégicamente, sino también en su conectividad por ejemplo, se han visto
algunas diferencias funcionales; atribuyendo al HD una mayor participacion en el
procesamiento de la memoria espacial. Asi mismo se ha observado que el efecto
de la inactivacion del HV antes de la recuperacion de la tarea aprendida es
seguido por un efecto amnésico mas marcado que el causado por la inactivacién
del DH con tetrodotoxina (TTX). Por lo tanto, HV parece desempefiar un papel
mas importante en la recuperacion de la informacion que HD, todos estos
hallazgos pueden tomarse como una indicacion de independencia funcional

relativa de HD e HV, al menos en relacién con la evitacién inhibitoria condicionada

Pagina 3 de 102



Garcia Mendoza Maria Nayeli

(Ambrogi-Lorenzini et al., 1997). Por otro lado de algun interés también puede ser
el analisis de las analogias funcionales, si las hay, de la estructura neural
actualmente investigada y de otros, como la amigdala, ya que se sabe que esta
intimamente conectada con el hipocampo, y que participan en los procesos de
memorizacidon de respuesta de evitacidon pasiva en rata, ademas dichas
conexiones amigdala-hipocampo parecen ir casi exclusivamente al HV (Ambrogi-
Lorenzini et al., 1997).

Con respecto a la bioquimica, los estudios experimentales, asi como los
clinicos en humanos resaltan la participacion de diversos neurotransmisores
relacionados con la memoria entre los que encontramos a; glutamato, GABA,
serotonina, dopamina, noradrenalina, destacandose principalmente la acetilcolina
(ACh) (Solis & Lépez-Hernandez, 2009), ya que la ACh regula la capacidad para
retener una informacién, almacenarla y recuperarla en el momento necesario, los
niveles altos de acetilcolina potencian la memoria, la concentracion y la capacidad
de aprendizaje (Davila, 2013). En un estudio reciente realizado por Almaguer
(2014) se observd que la estimulacion eléctrica de la amigdala induce un
incremento en la liberacién de ACh en el giro dentado del HC, lo cual sugiere que
este neurotransmisor pudiera ser clave en la consolidacién de la potenciacion a
largo plazo (LTP) en el HC.

Por otra parte en 1976 se hizo publica la primera anomalia bioquimica
asociada con la enfermedad de Alzheimer (EA), encontrandose en HC y en la
corteza cerebral de los enfermos, que la enzima colina acetil transferasa (CAT)
presentaba niveles inferiores hasta 90% de lo normal (Flores & Segura, 2005).
Abundantes datos sugieren que las terminales colinérgicas del HC son de
importancia critica para la formacion de la memoria, por lo tanto, es plausible
emitir la hipotesis de que algunos de los defectos cognitivos de la EA son
resultados directos de la reduccion de la neurotransmision dependiente de la ACh
en esta estructura (Reiner & Fibiger, 2000).

La ACh ejerce sus efectos sobre el sistema nervioso central (SNC) y el
sistema nervioso periférico (SNP) a través de dos tipos distintos de receptores de

ACh: los receptores muscarinicos y los receptores nicotinicos (MAChRs y nAChR,
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respectivamente). Los nAChR estan involucrados en una serie de procesos
conectados a las funciones cognitivas como el aprendizaje y la memoria. Los
NAChR a4B2 son los receptores caracterizados por su alta afinidad vinculante a
ACh, ademas de ser las subunidades de nAChR predominantes en el SNC
(aproximadamente 90%). Sin embargo, la falta de ligandos selectivos de subtipo
de nAChR ha complicado las investigaciones de los papeles fisiologicos de los
subtipos especificos de nAChR (Jensen et al., 2005).

El desarrollo de agonistas y antagonistas nicotinicos diferencialmente
selectivos podrian proporcionar informacién mas completa sobre la participacion
de la diversidad tan amplia de los subtipos de receptores nicotinicos sobre la
memoria (Levin et al., 2002), para establecer el papel especifico de los subtipos de
NAChR en la funcion fisioldgica y asi desentrafiar las complejidades de la funcién
de los receptores nicotinicos neuronales. Ademas, estos antagonistas selectivos
también podrian resultar benéficos en el tratamiento de neuropatologias (Dwoskin
& Crooks, 2001). Y dado que existe un gran numero de informes que demuestran
que la administracion sistémica de drogas anticolinérgicas interfieren con la
formacion de la memoria (Quirarte & Prado-Alcala, 2004) se hace necesario una
investigacién que nos ayude a comprender la manera en que los receptores
nicotinicos del HV participan en los procesos mnemonicos, especificamente en
este estudio, en la consolidaciéon de la memoria.

La mayoria de los antagonistas de los nAChR se han obtenido a partir de
fuentes naturales (Jensen et al., 2005) tal es el caso de Erisodina, un antagonista
extraido de semillas de Erythrina americana recientemente reportado por Decker y
colaboradores (1995) con siete veces mayor afinidad por el subtipo de receptor
a4pB2 en comparaciéon con el antagonista de uso comun DHBE (compuesto
quimico derivado de B-eritroidina) y con el cual guarda una relacion en cuanto a
estructura quimica.

Dicho lo anterior, en el presente estudio se evalud el efecto que causa el
antagonista Erisodina sobre los receptores nicotinicos a4B2 del HV, en la

consolidacidon de la memoria de evitacion inhibitoria.
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Il. GENERALIDADES
I.1. Aprendizaje y Memoria

De acuerdo con Bower y Hilgard (2011) el aprendizaje se refiere al cambio
en la conducta o en el potencial de conducta de un sujeto en una situacion dada
como producto de sus repetidas experiencias en esa situacion, siempre que el
cambio conductual no pueda explicarse con base en sus tendencias de respuesta
innatas, su maduraciéon, o estados temporales (como la fatiga, la intoxicacion
alcohdlica, los impulsos, etcétera). La memoria, por otra parte, se refiere a la
persistencia del aprendizaje en un estado al que se pueda acceder posteriormente
(Squire, 1987), la memoria es la prueba de haber aprendido, es decir, es el

conocimiento de una experiencia pasada.
Il.2. Fases de la memoria

Cualquier sistema de almacenaje de informacién, sea bioldgico o artificial,
precisa, ademas de un nivel minimo de atencion: ser capaz de codificar o registrar
la informacion; almacenarla, preferiblemente sin mucha pérdida u olvido v,
consecuentemente, poder recuperar o acceder a esa informacion (Gramunt,
2008).

11.2.1. Atenciéon: Es la capacidad que inicialmente permite la entrada de

informacion (Howieson & Lezak, 2002).

1.2.2. Codificacion: A veces también denominado registro. Es el proceso
inicial por el que la informacion fisica se transforma en una representacion mental

almacenada (Delis & Kramer, 2000).

11.2.3. Almacenamiento: Se refiere al mantenimiento de la informacion para
poder acceder a ella cuando se requiera. Supone una transferencia de una
memoria transitoria a una forma o ubicacién cerebral para su retencion
permanente o posterior acceso (Gramunt, 2008). Milner (1966) describié este
fendbmeno como un proceso posterior a la codificacion que, presumiblemente,
media en la transicion de la memoria del almacén a corto plazo a un almacén mas

permanente y estable a largo plazo.
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El olvido puede ser entendido, como un reflejo de la pérdida de informacion
con el paso del tiempo (Gramunt, 2008). Hacia la mitad del s. XX se dedicé mucha
atencion a tratar de decidir si el olvido resultaba del desvanecimiento espontaneo
de huellas mnésicas con el tiempo, o como resultado de la interferencia de otros
aprendizajes. En relacion a la ultima opcidn, destacan dos términos relevantes: la
interferencia retroactiva, que es la pérdida de informacién memorizada a causa de
un aprendizaje posterior, y la interferencia proactiva, que es la interferencia
provocada por una memoria previa en el aprendizaje de nueva informacion
(Baddeley, 1995).

1.2.4. Evocacion: Representa el proceso consciente de acceso a la

informacion almacenada (Delis & Kramer, 2000).
11.3. Etapas de la memoria

De acuerdo con los estudios de Atkinson y Shiffrin (1968) la memoria ha sido
considerada como un proceso que implica las siguientes etapas: registro o
codificacion de la informacion (a través de nuestros sentidos, especificamente
vista y oido, conocidos como memoria iconica y ecoica respectivamente);
consolidacion o almacenamiento (memoria de corto plazo-MCP); y finalmente la
evocacion, recuperacion o decodificacion de la memoria (memoria de largo plazo-
MLP) Ver Figura 1.

Estimulos ‘ Atencion ‘ Repaso
|
4 N\ 4 N\ 4 N\
1 *« MEMORIA 1 *« MEMORIA 1 *« MEMORIA
SENSORIAL DE CORTO DE LARGO
e Visual | > PLAZO i > PLAZO
* Auditiva
e i Otras?
. J . J \ J

Figura 1. Diagrama simplificado del modelo de Atkinson y Shiffrin (1968) sobre el
almacenamiento de la memoria en tres etapas. La interpretacion y organizacion de las
experiencias se lleva a cabo durante la segunda etapa, o memoria de corto plazo. La
etapa final, o memoria de largo plazo, constituye el lugar de almacenamiento permanente
0 casi permanente en la memoria.
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11.3.1. Memoria de corto y largo plazo

Williams James distingue y divide a la memoria en dos categorias, la
memoria de corto y largo plazo (Téllez, 2003). Por MCP se entiende como el
recuerdo de material de forma inmediatamente posterior a su presentacion o su
recuperacion ininterrumpida. Se la cree limitada en su capacidad (Miller, 1956).
Por otro lado, cuando se emplea la definicibn de MLP se hace referencia al
recuerdo de informacién tras un intervalo en el que la atencion del sujeto se centra
en aspectos distintos del objetivo. Se cree que tiene una gran capacidad de

almacenamiento (Gramunt, 2008).

En la Figura 2 se esquematiza una clasificacion de los sistemas de MLP en
mamiferos sefialando las estructuras cerebrales que se han considerado
especialmente importantes para cada forma de memoria declarativa y no

declarativa (Squire, 2004).
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| Explicita
(declarativa)

MEMORIA

— =/

Eventos

Hechos

Implicita (no
declarativa)

Aprendizajeno
conciente

Procedimientos

Lobulo temporal
medio del
diencéfalo

(habilidades,
habitos)

Estriado

Priming

Neocorteza

Amigdala

Cerebelo

Respuesta
emocional
Condicionamiento

clasico simlple
Musculatura
esqueletica

Aprendizaje no

asociativo

Vias reflejas

Figura 2. Clasificacion de los sistemas de memoria de largo plazo en mamiferos.
Modificado de Squire, 2004

En 1986 Larry Squire fue quién nombro a los dos grandes subsistemas que

dividen la memoria a

largo plazo en:

memoria declarativa y memoria

procedimental, también denominadas por Graf y Schacter explicita o implicita,

respectivamente. Endel Tulving (1972) formulé una nueva clasificacion que

dividiria la memoria declarativa en memoria episddica y semantica (Costa, 2014).
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1.3.2. Memoria explicita o declarativa

La memoria explicita (ME) o declarativa es aquella a la que se refiere
tradicionalmente al usar el término memoria (Squire, 2004), pudiendo dividirse en
memoria semantica (almacenamiento del conocimiento del mundo) y memoria
episodica (capacidad de volver a experimentar un evento en el contexto en el que
se produjo originalmente) (Tulving, 1983). Se expresa concientemente y es facil de
declarar verbalmente o por escrito (Morgado, 2005). La memoria declarativa es
proposicional, es decir, puede ser correcta o incorrecta, dado que esta involucrada
en la manipulacién de la informacion y de las experiencias del mundo externo
(Ruetti et al., 2009). El proceso de consolidacion de la memoria explicita parece
depender del intercambio de informacion entre el hipocampo y diversas zonas
corticales, a través de sistemas bidireccionales de conexiones cortico-
hipocampales; asimismo, parece que los sistemas de almacenamiento se localizan
a nivel cortical y de nuevo dependera del hipocampo la reactivacion y
organizacion, para su utilizacion, de esas “memorias corticales” (Aguado-Aguilar,
2001).

11.3.3. Memoria implicita o no declarativa

La memoria implicita (M), también llamada no declarativa o procedimental,
es la informacién que nos permite ejercer habitos cognitivos y motores. Es la
memoria de las cosas que solemos hacer. Su expresion es en gran medida
automatica, inconciente y dificil de verbalizar. Se adquiere gradualmente y se
perfecciona con la practica. Suele ser una memoria fiel, rigida y duradera,
derivada de tipos de aprendizaje basico y filogenéticamente antiguos, como la
habituacién y la sensibilizaciéon, el aprendizaje perceptivo y motor, o los
condicionamientos clasico e instrumental. En humanos se ha demostrado el
importante papel de la amigdala en el procesamiento de la memoria implicita

ligada a estimulos emocionales (Morgado, 2005).
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En la vida diaria las formas elementales de aprendizaje no asociativo son
habituacion y sensibilizacion. La habituacion es la forma mas simple de
aprendizaje implicito y se refiere a la disminucidon de la respuesta a un estimulo
benigno cuando este estimulo se presenta repetidas veces; por ejemplo, un sujeto
responde primero a un estimulo nuevo prestandole atencion con una serie de
respuestas de orientacion; si el estimulo no es ni benigno ni perjudicial, el sujeto
aprende, después de la exposicion repetida, a ignorarlo. Es decir; cuando un
individuo recibe repetidas veces un estimulo inocuo, aprende a habituarse a él.
Por el contrario, con un estimulo nocivo, el sujeto suele aprender a responder mas
enérgicamente no solo a ese estimulo, sino también a otros, incluso los inocuos.
Los reflejos de defensa retraccidon y escape se exaltan. Esta facilitacion de
respuestas reflejas, se denomina sensibilizacion y es mas compleja que la
habituacién, pues un estimulo aplicado en una via produce una variacion en la

intensidad del reflejo de otra via (Solis & Lopez-Hernandez, 2009).

Atendiendo a sus caracteristicas conductuales y a las estructuras cerebrales
implicadas, Baddeley y Hitch han establecido un tercer tipo de memoria aparte de
la Ml y la ME, y que es la memoria de trabajo (MT) también llamada operativa
(Costa, 2014).

11.3.4. Memoria de trabajo

La llamada memoria de trabajo (MT) consiste en la representacion
consciente y manipulacion temporal de la informacion necesaria para realizar
operaciones cognitivas complejas, como el aprendizaje, la comprension del
lenguaje o el razonamiento. Su relevancia se acrecienta por su contribucion a la
MLP y por su relacién con la inteligencia fluida, es decir, con la capacidad de

razonamiento general y de resolucién de problemas (Morgado, 2005).

La memoria es un proceso complejo que no se encuentra localizado sino que
involucra numerosas areas del cerebro: en el caso de la memoria explicita, su
adquisicién se relaciona con el sistema hipocampico y otras estructuras del I6bulo

temporal medial del cerebro, pero su almacenamiento definitivo parece radicar en
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diferentes areas de la corteza cerebral, dependiendo del tipo de informacion: en el
caso de la implicita sus principales lugares de almacenamiento son estructuras

subcorticales, como el neoestriado (caudado y putamen) (Ruiz & Lopera, 2008).

11.3.5. Consolidacion de la memoria

El concepto de consolidaciéon de la memoria fue establecido por Muller y
Pilzecker (1900) quienes propusieron que el aprendizaje no induce
instantaneamente memorias permanentes sino que la memoria toma tiempo para
ser fijada o consolidada. Consecuentemente la memoria permanece vulnerable a
la interrupcion por un periodo de tiempo después del aprendizaje (Lechner et al.,
1999).

La consolidacién de la memoria es el proceso relativo a la transicion de un
sistema de almacenamiento de informacién labil y de vida corta a un sistema
viable de almacenamiento a largo plazo. El desarrollo de la MLP parece ocurrir
sobre periodos de tiempo y puede involucrar eventos bioquimicos que alteran la
conectividad sinaptica de un modo estable, o cambios morfolégicos en la

topografia de la conectividad sinaptica (Squire & Davis, 1981).

Los innumerables estudios llevados a cabo en pacientes con alteracion de
memoria, como lo fue el caso clinico de amnesia del paciente de Brenda Milner, el
sefor H.M. (Bear et al., 2002), conducen a pensar que aunque la participaciéon
cerebral en el proceso de la memoria es muy extensa, las distintas zonas no
juegan el mismo papel (Gramunt, 2008). Las caracteristicas de la amnesia de H.M.
refuerzan la idea de que la neuroanatomia y los mecanismos neurales, que son la
base de la memoria de procedimiento y de la declarativa, asi como de la memoria

a corto plazo y a largo plazo, no son idénticas (Bear et al., 2002).

I.4. Hipocampo

Los estudios experimentales, asi como los clinicos en humanos resaltan,

entre las estructuras cerebrales relacionadas con la memoria declarativa las
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siguientes: hipocampo, talamo, amigdala del I6bulo temporal, cuerpos mamilares y

al cerebelo, entre otras (Solis & Lopez—Hernandez, 2009).

11.4.1. Formacion hipocampica

La formacion hipocampica (FH) es una region especializada de la corteza
limbica, localizada en el I6bulo temporal. La FH ocupa el eje septo-temporal, y
esta constituida por el giro dentado (GD), el HC o Cornus Ammonis (CA), el

complejo subicular y la corteza entorrinal (Amaral & Witter, 1989).

En la Figura 3 se muestra la posicion de la formacion hipocampica en el

cerebro de rata.

TEMPORAL

Figura 3. Posicion de la formacién hipocampica en el cerebro de rata. En el esquema, la
superficie cortical que recubre el hipocampo ha sido removida. El hipocampo es una
estructura alargada, en forma de C con el eje largo o septotemporal que va desde el
nucleo septal rostral (S) a la corteza temporal (T) ventrocaudal. El eje corto o transversal
(TRANS) esta orientado perpendicular al eje septotemporal. Los principales campos de la
formacion hipocampica (a excepcién de la corteza entorrinal) se encuentran en las
rebanadas tomadas aproximadamente a medio camino a lo largo del eje septotemporal. El
corte representado en la parte superior izquierda es una representacion de la sintesis de
los principales elementos neuronales y conexiones intrinsecas de la formacion
hipocampica. Abreviaturas: GD, giro dentado; fm, fibras musgosas, pp, via perforante, cs,
colaterales de Schaffer (Tomado de Amaral & Witter, 1989 y modificado por Garin, 2014).

Pagina 13 de 102



Garcia Mendoza Maria Nayeli

11.4.2. Vias aferentes del hipocampo

Las vias aferentes del hipocampo proceden de las cortezas entorrinica,
parahipocampica posterior y prepiriforme y el nucleo central de la amigdala yendo
al subiculo, el cuerno de Amon y al GD. También hay informacion que llega de la
corteza singular que va al subiculo, y de los nucleos del septum, el hipotalamo y la
corteza entorrinica, por la comisura del trigono, al hipocampo contralateral.
Ademas, del septum y los nucleos de la banda diagonal de Broca llegara
informacion por el fornix al cuerno de Amon, el GD y el subiculo. EI hipocampo
ventricular, lateral y supramamilar y el nucleo talamico anterior, éste ultimo por
intermedio del cingulo, descargan en el hipocampo. Otras aferencias al hipocampo
provienen de la parte rostral del mesencéfalo, el nucleo interpeduncular y el locus
coeruleus, asi como el nucleo reticular superior central dorsal del rafé y dorsal
tegmental (Ver Figura 4) (Castro et al., 2007).

1.- Cingulo 9.- Fascia dentada

2.- Fornix 10.- Cuerno ammonis

3.- Nucleo anterior del talamo 11.- Subiculum

4.- Comisura anterior 12.-Nucleos cortical y medial del cuerpo. amigdalino
5.- Area subcallosa 13.- Corteza prepiriforme

6.- Nucleos septales 14 .- Corteza frontal

7.- Hipotalamo 15.- Corteza temporal

8.- Nucleo del giro dentado 16.- Giro parahipocampal

Figura 4. Esquema de las vias aferentes del hipocampo (Tomado de Castro et al., 2007).
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11.4.3. Vias eferentes del hipocampo

El origen del fornix que, en su contingente retrocomisural, llevara 56% del
total de las fibras. Después de su conexién con el cuerpo mamilar ipsilateral y por
medio del haz mamilotalamico de Vicqd Azyr, descargara en los nucleos talamicos

anteriores.

El contingente fornical precomisural ira hacia areas y nucleos septales,
nucleo accumbens, nucleo olfatorio anterior y nucleos predpticos. El contingente
supracomisural ira a la corteza itsmica y la corteza cingular, y las areas y los
nucleos septales. El subiculo se proyectara a las cortezas frontal, entorrinal,
perirrinal, temporal medial, retroesplenial, cingular y prefrontal, asi como a los

nucleos amigdalinos (Ver Figura 5) (Castro et al., 2007).

1.- Giro cingulado 10.- Nucleo olfatorio anterior
2.- Corteza 11.- Ndcleo ventromedial

3.- Fornix 12.- Cuerpo mamilar

4.- Nucleo anterior del talamo 13.- Cuerno ammonis

5.- Nucleo de la estria terminal 14.- Subiculum

6.- Nucleo septal lateral 15.- Cuerpo amigdaloide

7.- Corteza frontal medial 16.- Corteza entorrinal

8.- Nucleo accumbens 17.- Corteza temporal

9.- Giro recto

Figura 5. Esquema de las vias eferentes del hipocampo (Tomado de Castro et al., 2007).
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11.4.4. Tipos celulares en la formacién hipocampica

La FH comprende seis regiones distinguibles citoarquitectonicamente,
conectadas de forma unidireccional: el hipocampo, formado por el hipocampo
propio y el giro dentado (GD) (separados por la fisura hipocampica); el complejo
subicular, formado por el presubiculum, el subiculum y el parasubiculum; y la

corteza entorrinal (Amaral & Witter, 1989) Ver Figura 6.

Figura 6. Principales regiones citoarquitectonicas de la formacion hipocampica: Giro
dentado (GD); hipocampo dividido en CA1, CA2 y CA3; complejo subicular (subiculum S,
pre PRE y para subiculum PAR) y corteza entorrinal (CE) (Tomado de Amaral & Witter,
1989 y modificado por Garin, 2014).

El GD esta formado por una capa de somas pequefios densamente
empaquetados en columnas, stratum granulare (donde residen las células
granulares). Estas neuronas son de naturaleza glutamatérgica y poseen axones
basales denominados fibras musgosas. En la capa mas cercana a la fisura
hipocampica, stratum moleculare o capa molecular, se localizan las
prolongaciones dendriticas apicales de las neuronas granulares, algunas
interneuronas y células gliales. La capa mas profunda del GD, designada hilus, se

caracteriza por su naturaleza polimoérfica, compuesta por una gran variedad de
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tipos celulares (Amaral & Witter, 1989). Entre el stratum granulare y el hilus se
puede distinguir una fina capa, la capa subgranular, compuesta por precursores
neurales que poseen actividad proliferativa durante la vida adulta.

El hipocampo propio o cuerno de Amon esta dividido en tres areas: CA1
(Cuerno de Amon 1), CA2 (Cuerno de Amoén 2) y CA3 (Cuerno de Amon 3). La
zona mas distal, designada CA1, se caracteriza por estar formada por células
piramidales (Ver Figura 7) pequefias, mientras la zona mas proximal, formada por
CA2 y CAS, es rica en células piramidales de mayor tamafo. Las distintas areas
del hipocampo estan estratificadas. Asi, en la capa mas interna encontramos un
estrato rico en fibras, el alveus o sustancia blanca, luego, se encuentra una capa
estrecha, el stratum oriens, formada esencialmente por las dendritas basales de
las células piramidales, que conforman el stratum piramidale, de naturaleza
glutamatérgica. A continuacion, aparece el stratum radiatum, formado por las
dendritas apicales de las neuronas piramidales. En la parte mas exterior (cercana
a la fisura hipocampica) se encuentra el stratum lacunosum moleculare, que
contiene las ramificaciones mas distales de las dendritas apicales de las neuronas
piramidales. Unicamente en el area CA3, entre los stratums piramidale y radiatum,
es posible encontrar un estrecho estrato acelular, formado por las dendritas
apicales de las piramidales de CA3 y en el cual se establecen conexiones con las
fibras musgosas procedentes del giro dentado, el stratum lucidem (Dominguez,
2010).

a b) c)
Figura 7. Neuronas piramidales del hipocampo. Impregnacion rapida de Golgi (a y c),
esquema de la conexion entre neuronas desde CA3 a CA1 (b). mf, fibras musgosas; com,
comisurales; Sch, Schafer; pp, patron perforante (Fotografias tomadas por Garin-Aguilar).
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La corteza entorrinal se encuentra dividida en seis capas corticales bien
definidas, las capas Il y lll estan densamente pobladas por pequefias células que
envian sus axones hacia el hipocampo. Las capas V y VI estan formadas por
neuronas grandes que envian sus proyecciones fuera de la formacién

hipocampica (Dominguez, 2010).

11.4.5. Circuito trisinaptico hipocampico

El concepto de circuito hipocampico se basa en el estudio neurobiolégico
denominado via trisinaptica. La via de la corteza entorrinal por medio de la via del
patrén perforante (primera sinapsis de la via trisinaptica), por excitacién de las
células granulares, las cuales dirigen sus axones (fibras musgosas) hacia las
dendritas apicales de las células piramidales de CA3 en el striatum lucidum. Las
fibras musgosas excitan potencialmente a las células piramidales de CA3
(segunda sinapsis de la via trisinaptica) las cuales proyectan sus axones
(colaterales de Schaffer) hacia las neuronas de la region CA1 (tercera sinapsis).
En el prototipo del circuito trisinaptico, las células piramidales de CA1 constituyen

la principal area eferente del hipocampo (Buzsaki & Eidelberg, 1982) Ver Figura 8.
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Fimbria
Area septal y cuerpos

mamimales
Axon Axén comisural
colaterales de de Schaffer
Schaffer
Campo
CA3
Campo CA1
Fibra
musgosa
Circunvolucién
dentada
Axé6n de la
via perforante
Complejo
subicular

Corteza
entorrinal

Figura 8. Esquema de la formacion hipocampica en donde se pueden apreciar las
variaciones celulares (piramidal A y granular @ ), asi como sus diferentes areas
anatémicas. Se observa el inicio del circuito trisinaptico que parte de la via de la corteza
entorrinal por medio de la via del patron perforante (primera sinapsis), posteriormente las
células granulares dirigen sus axones (fibras musgosas) hacia las dendritas apicales de
las células piramidales de CA3 en el striatum lucidum, ulteriormente las fibras musgosas
excitan potencialmente a las células piramidales de CA3 (segunda sinapsis de la via
trisinaptica) las cuales proyectan sus axones (colaterales de Schaffer) hacia las neuronas
de la region CA1 (tercera sinapsis) (Modificado de Carlson, 2005).

11.4.6. Neurotransmisores en el hipocampo

Los neurotransmisores son biomoléculas que transmiten informacién entre

neuronas de manera consecutiva, mediante una sinapsis; interaccionan con
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receptores especificos produciendo una determinada respuesta fisiologica que
puede provocar diversas reacciones como la excitacion o inhibicion entre otros
(Davila, 2013).

Entre los neurotransmisores que participan en la formacion hipocampica

estan los siguientes:

11.4.6.1 Glutamato.- Los agonistas de los receptores del grupo | facilitan la
induccion de la potenciacion de largo plazo (LTP) en la region CA1 de hipocampo
y en la amigdala a través de la activacion del receptor metabotropico de glutamato
5 (mGIuR5), mGIluR1, por su parte, se ha relacionado con la depresion de largo
plazo (LTD) que tiene lugar en las sinapsis entre las fibras paralelas y las células
de Purkinje del cerebelo. La presencia del receptor metabotropico de glutamato 8
(mGIuR8) ha sido descrita en hipocampo (via perforante lateral). En hipocampo se
ha encontrado una expresion elevada del receptor metabotrépico de glutamato 4a
(mGluR4a) en la capa molecular del giro dentado, en el estrato molecular de CA1

y en el estrato oriens (Millan, 2003).

1.4.6.2. Acido-y-aminobutirico (GABA).- Con sus distintas subunidades
receptoras funciona como neurotransmisor inhibidor en el hipocampo en las
actividades de memoria (Castro et al., 2007). El neurotransmisor GABA es el que
estd mas involucrado en la ansiedad y en las acciones de los tratamientos

ansioliticos (Rodriguez-Landa & Contreras, 1998).

11.4.6.3. Serotonina.- Existe una densa inervacién serotononérgica
originada en el nucleo del rafe medial hacia el hipocampo asi como una gran
densidad de receptores, particularmente en la region del giro dentado. Los
principales aferentes serotoninérgicos que arriban al hipocampo lo hacen a través
de la fimbria-fornix y el haz del cingulo (Gutiérrez et al., 2008). La serotonina
trabaja en conjunto con otros neurotransmisores como la dopamina y la
noradrenalina, que estan relacionados con la angustia, ansiedad, miedo,
agresividad, asi como los trastornos alimenticios. De igual manera, una de las
funciones importantes de este neurotransmisor es actuar como reloj interno por

medio del cual determina los ciclos de sueno y vigilia (Davila, 2013).
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11.4.6.4. Dopamina: La dopamina es el neurotransmisor catecolaminérgico
mas importante del Sistema Nervioso Central (SNC) de los mamiferos y participa
en la regulacion de diversas funciones como la conducta motora, la emotividad y la
afectividad asi como en la comunicacién neuroendécrina (Bahena-Truijillo et al.,
2000).

11.4.6.5. Noradrenalina: |la noradrenalina es generada en el Locus
coeruleus (LC) que es el nucleo del encéfalo, en el tallo cerebral, las neuronas del
LC envian sus axones principalmente a las estructuras limbicas, que incluyen a la
amigdala, la formacién hipocampica y la corteza prefrontal. La actividad de las
neuronas del LC aumenta significativamente en la vigilia y en episodios de estrés,
en los cuales su actividad neuronal alcanza niveles de intensidad maxima, y de
ese modo contribuye a alertar el organismo lo necesario para sobrevivir
(Guadarrama et al., 2006).

11.4.6.6. Acetilcolina.- La acetilcolina regula la capacidad para retener una
informacion, almacenarla y recuperarla en el momento necesario. Los niveles altos
de ACh potencian la memoria, la concentracion y la capacidad de aprendizaje
(Davila, 2013). En un estudio reciente realizado por Almaguer y colaboradores
(2014) se observdo que la estimulacion eléctrica de la amigdala induce un
incremento en la liberacidn de acetilcolina en el giro dentado del hipocampo, lo
cual sugiere que este neurotransmisor pudiera ser clave en la consolidacion de la

LTP en el hipocampo.

En la Figura 9 se pueden apreciar las principales conexiones subcorticales

de los neurotransmisores mencionados anteriormente que participan en la FH.
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Figura 9. Vista sagital medial del encéfalo de rata, en la que se presentan las principales
conexiones subcorticales de la formacién hipocampica. CM: cuerpos mamilares (Tomado
de Carlson, 2005).

11.4.7. Acetilcolina (ACh) y sus receptores

A pesar de que Langley y Dale habian postulado ya el concepto de
neurotransmisor quimico a principios del siglo XX, fue Otto Loewi quien en 1921
demostrd, mediante un sencillo experimento, la existencia de un mediador quimico
al estimular la inervacion autondmica del corazén de una rana. Esta sustancia fue
caracterizada quimicamente en 1929 y se le denomind acetilcolina, pues su
estructura quimica resulta ser de gran simplicidad, un éter del acido acético y la
colina (Flores & Segura, 2005) Ver Figura 10.

H,C

O
)“\ \N+/CH3
H,C o >\
CH,

Figura 10. Estructura quimica de la Acetilcolina
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El neurotransmisor acetilcolina (ACh) ejerce sus efectos sobre el SNC y el
SNP a través de dos tipos distintos de receptores de ACh: los receptores
muscarinicos y los receptores nicotinicos (MAChRs y nAChR, respectivamente).
Los cinco subtipos de mAChR M1-M5 pertenecen a la superfamilia de los
receptores acoplados a proteinas G y median en las respuestas metabdlicas
lentas a la ACh a través de acoplamiento de cascadas de segundos mensajeros,
mientras que los nAChR son los canales idnicos activados por ligando que median
la transmision sinaptica rapida del neurotransmisor. Los nAChR estan
involucrados en una amplia gama de procesos fisiologicos y fisiopatologicos. Los
NAChR de tipo muscular se localizan postsinapticamente en la unién
neuromuscular, donde es un mediador clave de la transmision eléctrica para crear
el tono del musculo esquelético, y por lo tanto, es el objetivo de varios relajantes
musculares utilizado clinicamente. Los numerosos subtipos de nAChR neuronales
se encuentran en los ganglios autbnomos presinaptica y postsinapticamente y en
las neuronas colinérgicas en todo el SNC, en el que estan involucrados en una
serie de procesos conectados a las funciones cognitivas como: aprendizaje y
memoria, excitacion, recompensa, control motor, y la analgesia (Jensen et al.,
2005).

11.4.8. Receptores acetil colinérgico nicotinicos (hnAChR)

Los receptores acetil colinérgico nicotinicos (nAChR) representan una gran
familia de canales cationicos con diversas estructuras y propiedades, que se
componen de dos subunidades a y tres no a, comunmente llamadas B (Vazquez-
Palacios & Bonilla-Jaime, 2004).

La distribucion de los receptores nicotinicos en el cerebro de roedores ha
sido bien conocida por algunos afios sobre la base de los datos obtenidos a partir
de estudios de uniéon usando farmacos radiactivos nicotinicos, en hibridacion in

situ e inmuno-histoquimica (Gotti & Clementi, 2004).

Los niveles de expresion de las subunidades de nAChR en el SNC son

significativamente inferiores a los de mMAChRs. Dentro de las subunidades de
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NAChR encontramos a; a3 y B4 que son las subunidades prevalentes en la
periferia mientras que las subunidades predominantes en el SNC son o4, 32, y a7.
La subunidad B2 se expresa en casi todas las regiones del SNC, donde su
distribucion se traslapa con al menos una subunidad a (2 - 4, 6), de esta manera,
la mayoria de los nAChR en el SNC (aproximadamente 90%) son a432. Aunque
también se expresa abundantemente a4, se distribuye menos ampliamente en el
SNC que B2, con el que a4 se colocaliza en la mayoria de las regiones (Wada et
al., 1989; Sargent, 2000; Picciotto et al., 2001). Las concentraciones mas altas de
las dos subunidades se encuentran en el hipocampo, talamo, y la corteza. La
subunidad a7 también se expresa en la mayoria de las regiones del cerebro con
niveles de expresidon mas altos en la corteza y el hipocampo, mientras que la
subunidad esta ausente o se expresa en niveles bajos en las regiones talamicas y
en el ganglio basal (Sher et al., 2004; Sargent, 2000; Picciotto et al., 2001).

La distribucion de las otras subunidades de nAChR en el SNC es mucho mas
limitada. Ademas de su amplia expresion en el SNP, a3 y 4 estan localizados en
el SNC en regiones tales como la habénula media, la habénula dorsal, el nucleo
interpeduncular, y el locus coeruleus. Sus niveles de expresion son
significativamente mas bajos en las regiones corticales y el hipocampo, y las dos
subunidades estan practicamente ausentes en partes del cerebro medio (Sher et
al., 2004; Sargent, 2000; Picciotto et al., 2001). La expresién del nAChR a2 no se
ha estudiado a gran detalle, pero esta subunidad parece que se expresa en muy
pocas regiones del cerebro con la mas alta expresion en el nucleo interpeduncular,
donde se cree que forma al nAChR a234. La distribucion de las subunidades a6 y
B3 en el SNC es también muy limitada, las dos subunidades estan altamente
colocalizadas y se encuentran en niveles elevados en las regiones
catecolaminérgicas, tales como en la sustancia nigra, el area tegmental ventral, el
locus coeruleus, el nucleo interpeduncular, y la habénula medial. La subunidad a5
también se encuentra en relativamente pocas regiones del SNC, mostrando sus
niveles de expresion mas altos en la sustancia nigra, el area ventral tegmental, la

habénula medial, y algunas regiones corticales (Jensen et al., 2005).
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En diferentes especies se han observado diferencias en cuanto al patron de
distribucion de las subunidades de nAChR en el cerebro de roedor y de
mamiferos, por lo tanto, el siguiente mapa (Figura 11) sélo debe ser visto como

una representacion cruda de la expresion de las subunidades de nAChR (Jensen
et al., 2005).

. . Alzheimer
Epilepsia adp2*,a7¢  Esquizofrenia )
04p2* (corteza frontal) a7, (0Ap2*) Ansiedad
(a7*, p4*, a5*) "\ 4 , 0d*, a7+
[N /
Corteza .
1072pd
Corteza e '
Frontal
H
| a4u5a;|32|34
//Cuerpn estriado
Septum 4 atabf2 Cerebelo
adp2 ada/p2
— Talamo
Nicleo ada5a7p2pd @
NG a3ubp2p3 P4
% adadad

a6p2p3 Médula

SN , Espinal

ada7p2 s ada7p2

’ ado5 ~
abp2p3 )
Adiccién a la nicotina v i
a4p2* Parkinson Dolor
(0.6[32[33*, B4*) 0.4[32* , Q6B2B3* Télamo, rafe: 0‘..4[32*

Médula espinal: no-o4p2

Figura 11. Esquema de la distribucion de los nAChR en el cerebro de rata. Hc:
hipocampo; Ht: hipotalamo; VTA: area tegmetal ventral; SN: sustancia nigra; OIf: region
olfatoria; Am: amigdala; LC: locus coeruleus (Tomado de Jensen et al., 2005).
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lll. ANTECEDENTES

111.1. Memoria

La mayoria de datos acerca de alteraciones de memoria tras lesiones
temporales mediales derivan del estudio de pacientes sometidos a cirugia cerebral
para el alivio de una epilepsia que no respondia al tratamiento farmacologico. El
caso mas famoso es el del paciente H.M. (Scoville & Milner, 1957), a quien se le
extirparon bilateralmente las estructuras temporales mediales (hipocampo, corteza
entorrinal, circunvolucion parahipocampica y partes de la corteza temporal). H.M.
siguid manteniendo la inteligencia y la memoria inmediata normales, aunque era
practicamente incapaz de aprender nada nuevo. Su rendimiento permanecia
relativamente intacto en pruebas de memoria implicita. Podia adquirir nuevas
destrezas y respondia al condicionamiento clasico. Recordaba su infancia y el
pasado remoto, aunque se veia muy limitado en el recuerdo de los 10 afos
previos a la operacion. Las lesiones provocadas al paciente H.M. incluian la

amigdala, el hipocampo y la region parahipocampica.
lll.2. Hipocampo y memoria

Los diversos estudios de dafio en el HC de primates han sugerido que éste
participa en la asociacién de la informacién proveniente de diferentes regiones
corticales (Maguire et al., 1996; Rolls, 1996). En la rata, se ha demostrado que el
HC participa en la memoria espacial y juega un papel esencial en los procesos de
integracion (Sharp, 1997; McNaughton et al., 1996) y consolidacién del
aprendizaje (Morris et al., 1982; Olton, 1983; Olton & Papas, 1979; Vann et al.,
2000). Se sabe también que participa en conductas de exploracion y rastreo

olfatorio (Swanson, 1983).

El HC es considerado como la estructura esencial involucrada en diversos
procesos de memoria. Por ello, los estudios con animales tienden a evaluar tareas
de aprendizaje y de memoria que dependen especificamente de esta estructura
(Izquierdo & Medina, 1997). Los trabajos experimentales con animales muestran
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que un dafio en el area hipocampica produce un deterioro en la memoria similar al
que ocurre con la pérdida de memoria episddica en pacientes humanos
(Eichenbaum, 1992). Los estudios neuroanatémicos y de fisiologia celular en
monos han ayudado a determinar que las areas de asociacion del I6bulo temporal
interno, como la FH, reciben informacién de casi todas las areas restantes de
asociacion. Estas conexiones permiten que el HC recoja todo el flujo de actividad
cognitiva progresiva, y por lo tanto relacione diferentes aspectos de un unico
suceso de forma que pueda ser recordado como una experiencia coherente
(Kandel, 2001).

El HC se subdivide en hipocampo dorsal (HD) y en hipocampo ventral (HV),
no sélo morfolégicamente, sino también en su conectividad por ejemplo, algunas
diferencias funcionales; atribuyendo al HD una mayor participaciéon en el
procesamiento de la memoria espacial, aunque hay estudios indicando la
participacion hipocampica en memorias no espaciales como por ejemplo,
conductas motivadas aversivamente como la respuesta de evitacion inhibitoria en
roedores (Ambrogi-Lorenzini et al., 1997). Ambrogi-Lorenzini y colaboradores
(1996) demostraron la implicacion del HD en la adquisicidén, consolidacion y
recuperacion de la memoria aplicando en esta estructura, tetrodotoxina (TTX) (10
ng en 1.0 uL de salina) (bloqueador de la transmision sinaptica en los canales de
sodio dependientes de voltaje). Asi mismo Ambrogi-Lorenzini y colaboradores
(1997) encontraron que el efecto de la inactivacion del HV antes de la
recuperacion de la informacion fue debido por un efecto amnésico mas marcado
que la inactivacion del HD con TTX. Por lo tanto, HV parece desempenfiar un papel
mas importante en la recuperacion de la informacion que HD. De hecho, la
integridad funcional de HV parece ser critica para una duracién mucho mas corta
que la del HD, siendo necesario solo durante los periodos mas tempranos de
consolidacion (esto observado cuando la administracion de TTX en HV 1.5 h
después de la prueba de adquisicién, no tuvo ningun efecto adverso en la
memorizacidon de respuesta de evitacion pasiva, mientras que el bloqueo del HD si

fue seguido por amnesia). Por lo tanto, todos estos hallazgos pueden tomarse
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como una indicacion de independencia funcional relativa de HD e HV, al menos en

relacién con la evitacion inhibitoria condicionada.

Por otro lado Levin y colaboradores (2002) encontraron que la infusion aguda
tanto de DHBE como de Metilicaconitina (MLA) en HV caus6é un deterioro
significativo de la memoria de trabajo en el laberinto radial de ocho brazos, sin
embargo estos antagonistas respondieron de diferente manera a la nicotina
sistémica (5 mg/kg/dia). El déficit de memoria inducido por DHBE fue eliminado
por la administracion sistémica cronica de nicotina, mientras que el déficit inducido

por MLA no lo fue.

Existe suficiente evidencia experimental para demostrar que el HV esta
involucrado en la memorizacion de una respuesta de evitacidon pasiva, dado que el
déficit de dicha memorizacion ha sido reportado después de lesiones irreversibles
en HV, sin embargo, estos informes no proporcionan suficiente informacion de
cuando, es decir, durante cual de las fases del proceso mnemonico participa el HV
selectivamente: adquisicion, consolidacion o recuperacion del engrama de
respuesta de evitacion pasiva (Ambrogui-Lorenzini et al., 1997).

Por otro lado cabe mencionar, que de algun interés es el analisis de las
analogias funcionales, si las hay, de la estructura neural actualmente investigada y
de otras, como la amigdala, la cual se sabe que esta intimamente conectada con
el HC, y que participa en los procesos de memorizacion de respuesta de evitacidon
pasiva de rata. Dichas conexiones amigdala-hipocampo parecen ir casi
exclusivamente al HV (Ambrogui-Lorenzini et al., 1997) y dado que se encuentra
particularmente involucrado con memorizacién aversiva podremos utilizarle como

el lugar de administracion de nuestro farmaco.

lll.3. Acetilcolina y memoria

En 1976 se hizo publica la primera anomalia bioquimica clara asociada con
la enfermedad de Alzheimer (EA). Encontrandose en hipocampo y en la corteza
cerebral de los enfermos, que la enzima colina acetiltransferasa (CAT) presentaba

niveles hasta 90% inferiores a lo normal. Esta enzima cataliza la sintesis de ACh a
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partir de sus precursores colina y acetilcoenzima A (Flores & Segura, 2005).
Abundantes datos sugieren que las terminales colinérgicas del HC son de
importancia critica para la formacion de la memoria, por lo tanto, es plausible
emitir la hipotesis de que algunos de los defectos cognitivos de la EA son
resultado directo de la reduccion de la neurotransmisidn dependiente de la ACh en

esta estructura (Reiner & Fibiger, 2000).

Por otro lado los niveles de ACh en el nucleo accumbens y en la corteza
insular aumentan durante un condicionamiento de aversion gustativa (Mark et al,
1995). También hay un aumento en la liberacion de ACh en la neocorteza
mientras las ratas realizan una tarea atencional (Sarter & Bruno, 1997) y ante la
novedad (Miranda et al., 2000). Por otra parte la administracién de drogas
colinérgicas como la oxotremorina o la fisostigmina, facilita la retencion de un
aprendizaje de evitacion pasiva en ratones (Baratti et al., 1979). Otros estudios
revelan que la administracién antes del entrenamiento de antagonistas de los
receptores colinérgicos (atropina y escopolamina) deteriora el desempefio de las
ratas en varias tareas de aprendizaje (Buresova et al., 1964; Carlton, 1963; Herz,
1960). Otro trabajo muestra que la administracion preentrenamiento de un
inhibidor reversible de la acetil colin esterasa (AChE) como la fisostigmina,
aumenta el desempefio de los animales (Cardo, 1959). La conclusion mas
importante de estos estudios es que una disminucién del sistema colinérgico
produce un deterioro en el desempeno, mientras que un aumento del mismo

sistema produce una facilitaciéon del aprendizaje (Power et al., 2003).

lll.4. nAChR y memoria

En el SNC los nAChR regulan procesos tales como excitabilidad celular,
integracion neuronal y la liberacion de transmisor, estos neurotransmisores
participan en procesos que son cruciales para las operaciones neuronales que
influyen en funciones fisioldgicas como el suefo, la fatiga, la ansiedad, el dolor

(Vincler et al., 2006), la locomocion (Le Novere et al., 1999) la ingesta de
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alimentos (Inglis et al., 1994), asi como también en diversas funciones cognitivas
(Gotti & Clementi, 2004).

Basandose en sus diferencias filogenéticas, farmacoldgicas y propiedades
funcionales, la familia heterogénea de subtipos de nAChR se ha dividido en dos
principales clases: los receptores con capacidad de unién a-bungarotoxina (aBgtx)
NAChRs homoméricos formados por subunidades homopentamericas de a7 - a9 o
heteroméricos (compuesto por las subunidades heteropentamericas a7, a8 o a9,
a10), y los nAChR, que contienen las subunidades a2 - a6 y las subunidades B2 -
B4, formando receptores heteroméricos que se unen con alta afinidad a agonistas
(Gotti & Clementi, 2004) Ver Figura 12.

Heteromeric neuronal nAChRs  Homomeric neuronal a9/a10 nAChRs
[a2- a 6, B2-B4] nAChRs [a7,a9]

Figura 12. Tipos de receptores colinérgicos neuronales. (a) heteroméricos y (b)
homomeéricos (Tomado de Jensen et al., 2005).

Los estudios de microscopia electronica llevados a cabo en membranas
postsinapticas del 6rgano eléctrico de Torpedo califérnica han constituido una
fuente de informacion clave para el conocimiento de la estructura de los

receptores nicotinicos.

Los receptores nicotinicos son estructuras proteicas que estan formadas por
cinco subunidades transmembrana dispuestas alrededor de un poro acuoso
central (McGehee & Role, 1995; Jones et al., 1999; Karlin, 2002). Cada subunidad
estd compuesta por un extremo N-terminal extracelular, glicosilado, de
aproximadamente unos 200 aminoacidos, tres segmentos transmembrana, un
bucle citoplasmatico y un cuarto segmento transmembrana con un extremo C-
terminal extracelular. Ademas todas las subunidades contienen un lazo Cys en el

extremo N-terminal compuesto por dos residuos de cisteina separados por trece
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aminoacidos y unidos por un puente disulfuro (Hogg et al., 2003; Albuquerque et
al., 2009) (Ver Figura 13).

(a) (b)

C

Extracelular

ACh ACh

<
>e

sf

oooooo

Figura 13. Estructura del receptor nicotinico. (a) Los receptores nicotinicos se disponen
formando un poro central que permite la entrada de iones (Adaptado de Karlin, 2002). (b)
Cada subunidad estd compuesta por cuatro segmentos transmembrana, un extremo
amino terminal, un bucle citoplasmatico y un extremo C-terminal extracelular.
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Los cuatro segmentos transmembrana (SM) son a-hélices que se disponen
simétricamente rodeando el poro hidréfilo. Los SM2 de las diferentes subunidades
se situan en el interior, dando lugar a un anillo interno que da forma y constituye la
compuerta del poro, mientras que los SM1, 3 y 4 se localizan en el exterior y
separan el anillo interno de la membrana lipidica (Miyazawa et al., 2003; Unwin,
2005).

Las subunidades a, contienen en el extremo N-terminal, cerca del SM1 dos
residuos de cisteina contiguos, en la posicion 191-192, que son necesarios para la
unién con el agonista. Las subunidades B carecen de ellos (Kao et al., 1984; Karlin
et al., 1986; Sargent, 1993; Lukas et al., 1999; Albuquerque et al., 2009).

El sitio de union del receptor heteromérico se situa entre una subunidad a y

una B. Debido a que los receptores nicotinicos neuronales estan constituidos por
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dos subunidades a y tres [3, éstos poseen dos sitios de unién para la ACh (Gotti &
Clementi, 2004; Dani & Bertrand, 2007).

En el sitio de unién se pueden diferenciar dos zonas, una principal y una
complementaria. En los receptores heteroméricos la zona principal se encuentra
en las subunidades a (02, a3, o4, a6) y la zona complementaria se localiza en las
subunidades 2 o p4. Las subunidades a5 y 3 no contribuyen a ninguno de los
dos componentes del sitio de union (Changeux & Edelstein, 1998; Corringer et al.,
2000).

El sitio de union del agonista al receptor se encuentra en el extremo N-
terminal de la subunidad a, cerca de los dos residuos de cisteina contiguos. En el
proceso de union participan residuos de aminoacidos especificos (Tyr 93, Trp 149,
Tyr 190 y Tyr 198) (Karlin, 2002; Celie et al., 2005). Estos aminoacidos se
encuentran en los bucles A - C de la zona principal y son capaces de interaccionar
con el ligando. La zona complementaria contiene los bucles D - F (Ver Figura 14 y
15).

\c\}- 6 Agonista/antagonista Antagonista no competitivo
. iti interactuando con el dominio
— competitivo

j . € : 3 K* extracelular

: /_CHD\ NG A N

p R b Modulador positivo
a " B . _"‘ - alostérico

Modelo de bucle del sitio de \*‘ _Z i

union del agonista .

Bloqueo del canal con
el antagonista no
competitivo

v

Ca2%*Na*

Figura 14. Estructura del receptor nicotinico y lugares de unidon de los agonistas y
antagonistas (Tomado de Del Barrio, 2010).
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Figura 15. Estructura del receptor nicotinico desde la hendidura sinaptica. Subunidades a
de color rojo, subunidades 3 de color violeta, sitio de union al agonista de color amarillo
(Adaptado de Unwin, 2005).

Han sido encontrados agonistas nicotinicos tanto para receptores a7 y a432
que mejoran la funcién de memoria. Sin embargo, esto no significa que los otros
subtipos de receptores nicotinicos no estén involucrados también. La falta de
ligandos verdaderamente selectivos a nAChR capaces de penetrar la barrera
hematoencefalica (BBB) ha complicado las investigaciones de los papeles
fisiolégicos de los subtipos de nAChR especificos del SNC (Jensen et al., 2005).
Por lo tanto, el desarrollo de agonistas y antagonistas nicotinicos diferencialmente
selectivos podrian proporcionar informacién mas completa sobre la participacion
de la diversidad tan amplia de los subtipos de receptores nicotinicos sobre la

memoria (Levin et al., 2002).

lll.5. Trastornos del sistema nervioso y nAChR

Las diferentes combinaciones de las subunidades que forman a los
receptores nicotinicos neuronales tienen diferentes propiedades y pueden
presentar una distribucion regional, celular y subcelular distinta, y estar implicados
en diferentes procesos; fisioldgicos como: el dolor (Vincler et al., 2006), la
locomocion (Decker et al, 1995; Le Novere et al., 1999) y la ingesta de alimentos
(Inglis et al., 1994); cognitivos como: la atenciéon (Sarter & Bruno, 1997), el
aprendizaje (Baratti et al., 1979; Buresova et al., 1964; Carlton, 1963; Herz, 1960)

y la memoria (Almaguer et al., 2014) asi como también en neuropatologias como:
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la enfermedad de Alzheimer (Lépez-Valdés & Garcia-Colunga, 2003), la
enfermedad de Parkinson (Quik & Kulak, 2002; Champtiaux et al., 2003),
disfunciones cerebrales como el sindrome de Tourette (Gotti & Clementi, 2004), el
autismo (Lee et al., 2002; Granon et al., 2003; Martin-Ruiz et al., 2004), epilepsias
como la hereditaria de tipo ADNFLE (Epilepsia frontal nocturna autosémica
dominante) (Combi et al., 2004) o la esquizofrenia (Court et al., 2000), e incluso en
procesos de ansiedad y depresion (Picciotto et al., 2002; Shytle et al., 2002) o
analgesia (Vincler, 2005). La participacion de la ACh en multitud de funciones
fisiolégicas, ha propiciado la aparicion de una farmacologia muy extensa,
destinada a bloquear o incrementar la actividad colinérgica; sin embargo, existen
pocos farmacos con accion selectiva para los sistemas colinérgicos cerebrales
(Flores & Segura, 2005). Es asi como sustancias que interactian con estos
receptores acetilcolinérgico nicotinicos (agonistas o antagonistas) han despertado
gran interés debido a su posibilidad de interferir en diversos procesos mentales
(L6pez-Valdés & Garcia-Colunga, 2003).

La mayoria de los agonistas nicotinicos disponibles actualmente (Ver Cuadro
1) se caracterizan por no poseer selectividad al receptor, es decir, son capaces de
activar varios de los subtipos de receptores nicotinicos. La aparicion de nuevos
compuestos selectivos permite conocer la implicaciéon de un determinado subtipo
de receptor en una determinada funcion fisiolégica o fisiopatologica (Escalona,
2009).

La mayoria de los antagonistas de los nAChR se han obtenido a partir de
fuentes naturales (Jensen et al., 2005). Algunos de los antagonistas que se han
empleado para determinar el papel de los diversos receptores nicotinicos
aparecen también en el Cuadro 1. Los antagonistas competitivos, interaccionan
cerca 0 en el sitio de unidon del agonista, estabilizando al receptor en una
conformaciéon cerrada y previniendo la union del agonista. La inhibicion con
antagonistas reversibles, puede ser contrarrestada a altas concentraciones de
agonista, por eso la concentracion adecuada para la utilizacion de un antagonista

debe ser valorada segun la concentracibn de agonista utilizada
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Desafortunadamente, hay un numero limitado de antagonistas selectivos para

cada subtipo de receptor (Del Barrio, 2010).
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AGONISTA RECEPTOR TIPO REFERENCIA
Acetilcolina 0432, a7, a3p4 Neurotransmisor Olivos, 2007
Epibatidina 0432, a7, a3p4 Alcaloide Flores &Segura, 2005
Anabaseina a7, a4p2 Alcaloide De Fiebre et al., 1995; Kem ef al.,
2004
Oxotremorina-M (Oxo-M) a9a10 Sintetizado Olivos, 2007
Nicotina a4p2, a7, a3p4, a9, a10 Alcaloide Olivos, 2007
GTS-21 a7, a4p2 Sintetizado De Fiebre et al., 1995
Colina 0432, a7, a9, a10, a3p4 lipotrépico Olivos, 2007
PNU-282987 af Sintetizado Tatsumi ef al., 2005
TC-5619 a7 Sintetizado Pedersen & Cohen, 1990
Vareniclina a4p2,a3B2, a6B2, a7 (-)-citisina Mihalak et al, 2006
ANTAGONISTA RECEPTOR TIPO REFERENCIA
a-conotoxina Mil a6B2, a6B2p3, a6a4p2B3, Alcaloide Crooks et al., 2014
a4a632
a-conotoxina Imll a7 Alcaloide Ellison et al., 2003
a-conotoxina RglA a9, a10 Alcaloide Ellison et al., 2006
Dihidro-B-eritroidina (DHBE) 0432, a3B2, a7 Sintetizado Dwoskin & Crooks, 2001;
Williams & Robinson, 1984;
Sharples & Wonnacott, 2001
Erisodina 0432, a3B2, a7 Alcaloide Decker et al., 1995
Mecamilamina aB, a7 Sintetizado Shytle et al., 2002
a-bungarotoxina (BGT) a7, a8, a9, a10 Alcaloide Flores et al. 1992;
Hill et al. 1993; Wada et al. 1989;
Zoli et al., 1995
Metilicaconitina (MLA) a7, a9, a10, a6p2 Alcaloide Dwoskin et al., 2008

Cuadro 1. Exposicion de algunos de los agonistas y antagonistas de los receptores nicotinicos cerebrales, receptores a los que presentan
afinidad, tipo de sustancia a la que pertenecer y referencias..
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Como se mencioné anteriormente los nAChR conformados por
subunidades a4pB2 son cerca del 90% de los nAChR cerebrales totales y
representan los sitios de union con mayor afinidad a la nicotina (Vazquez-
Palacios & Bonilla-Jaime, 2004) y hasta el momento, la fisiologia y participaciéon
del receptor nicotinico o432 en los procesos mnemonicos, se ha venido
determinando utilizando el antagonista competitivo dihidro (3-eritroidina (DHBE),
derivado de los antagonistas colinérgicos a y B-eritroidina, los cuales son
alcaloides aislados de especies del género Erythrina perteneciente a la familia
Fabaceae (Leguminosae) (lbarra, 2010) Ver Anexo 1, sin embargo DHBE ha
mostrado afinidad a otros receptores neuronales heteroméricos que contienen
a las subunidades a3, a4 y B2 (Dwoskin & Crooks, 2001; Williams & Robinson,
1984), presentado especificidad sobre receptores a3p2 y afinidad mas baja al
receptor a7 (Sharples & Wonnacott, 2001). Erisodina, alcaloide extraido de la
misma planta ha mostrado ser siete veces mas selectivo a los receptores o432
que su analogo DHBE (Decker et al., 1995). Aunado a esto, recientes estudios
llevados a cabo en el laboratorio han demostrado que tanto la administracion
de Erisodina en HD (1, 2 pg/lado) (Lopez, 2007) como en HV (1, 2 ug/lado)
(Gerzon, 2010), deterioran significativamente la retencién de la memoria en una

prueba de camara de evitacion inhibitoria.
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IV. JUSTIFICACION

Por tanto es necesaria una investigacion que permita comprender la
manera en que los receptores nicotinicos a4p2 del HV, participan en los
procesos de consolidacion de la memoria. Y dado que erisodina presenta alta
afinidad a estos receptores, podremos utilizarle como herramienta para

evidenciar la participacién de este receptor en la consolidacion de la memoria.

V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado que existe un gran numero de informes que demuestran que la
administracién sistémica de drogas anticolinérgicas interfieren con la formacién
de la memoria (Quirarte & Prado-Alcala, 2004) se hace necesario una
investigacién que nos ayude a comprender la manera en que los receptores
nicotinicos del HV participan en los procesos mnemaonicos, especificamente en

este estudio, en la consolidacion de la memoria.

V1. HIPOTESIS

Dado que Erisodina presenta alta afinidad a los receptores nicotinicos

a4B2, impedira la consolidacion de la memoria de evitacion inhibitoria.

VII. OBJETIVO
VII.1. Objetivo general

Evaluar el efecto que tiene el bloqueo de receptores nicotinicos o432 del

hipocampo ventral, en la consolidacion de la memoria de evitacion inhibitoria.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

VIIl.1. Material Vegetal

Los ejemplares de Erythrina americana Mill. fueron colectados en los
jardines de la FES-Iztacala y determinados taxonémicamente en el Herbario

MEXU del Instituto de Biologia por el Dr. Mario Sousa Sanchez.
VIII.2. Extraccion de alcaloides

El extracto metandlico fue obtenido sometiendo las semillas de E.
americana a extraccién en equipo de Soxhlet. Después por extraccion acido-

base de la fraccion se obtuvo la fraccion de alcaloides libres en metanol.
VIII.3. Aislamiento y purificacion

El alcaloide Erisodina usado en este estudio ya habia sido previamente
aislado y purificado en el laboratorio. Brevemente, el extracto alcaloideo
metandlico se paso a través de cromatografia en columna (CC) (gel de silica
G60 Merk 70-230 mallas), las fracciones fueron monitoreadas por
cromatografia en capa fina (CCF). El compuesto aislado se llevé al Laboratorio
de Bioconversiones de la Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologia
del IPN para su analisis espectroscopico. El espectro de Resonancia Magnética
Nuclear de "H ("HRMN) que aparece en el Anexo 4 reveld la estructura del

alcaloide Erisodina.
Viil.4. Animales

Se utilizaron 46 ratas adulto macho de la especie Rattus norvegicus de la
cepa Wistar (250-3009), las cuales fueron proporcionadas por el Bioterio del
Instituto de Neurobiologia, Juriquilla, Querétaro para trasladarse al bioterio de
la Facultad de Estudios Superiores Iztacala. Los animales fueron mantenidos
en cajas individuales con un periodo de luz-oscuridad de 12 horas vy libre
acceso a comida y agua. Todos los experimentos se llevaron a cabo entre las
11:00 y las 16:00 horas.
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VIIL5. Cirugia

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico (45 mg/Kg, i.p.), ya
sedadas se les inyectaron 20 unidades de atropina, posteriormente con la
ayuda de un aparato estereotaxico les fue implantado un par de canulas de 10
mm de largo dirigidas al HV con las siguientes coordenadas a partir de Bregma:
AP -5.1; ML 1£4.8; D-V -7.4, utilizando el Atlas de Paxinos & Watson (2005).
Toda la investigacion se condujo observando las regulaciones establecidas en
la Norma Oficial Mexicana para el uso y cuidado de animales de laboratorio,
NOM-062-ZO0-1999.

VIII.6. Manipulacion

Después de la recuperacion de la cirugia y previo a la sesion de
entrenamiento, los animales fueron manipulados durante tres dias
consecutivos. La manipulacién tuvo como finalidad que el animal se habituara
al manejo del experimentador, y de esta manera evitar interferencias al
momento de la evaluacion conductual, misma que ocurrié al octavo dia de la

cirugia.
VIII.7. Aparato y Procedimiento

Durante el entrenamiento los animales fueron colocados dentro del
compartimiento iluminado de la camara de evitacion inhibitoria, después de
diez segundos la compuerta que divide los dos compartimientos se abrio y se
permitidé al animal el paso al compartimiento obscuro. Se registro la latencia de
adquisiciéon (tiempo en segundos que el animal tard6 en pasar del
compartimiento seguro al de castigo. Inmediatamente después de que el
animal cruzo y colocd sus cuatro patas sobre el piso del compartimiento de
castigo, se cerrd la compuerta y ésta recibié un choque eléctrico inevitable en
las patas (0.8 mA/5s). Después del suministro del choque, la compuerta que
separa los compartimientos se reabrid y se registré la latencia de escape
(tiempo en segundos que el animal tardé en regresar al compartimiento seguro
de la camara), 30 segundos después los animales fueron retirados de la
camara, y colocados en su caja y regresados al cuarto del bioterio. La

consolidacion de la memoria fue evaluada 24h después, procediendo de
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manera semejante a la sesion de entrenamiento, s6lo que en esta ocasion no
se suministré el choque eléctrico y se registro la latencia de retencion (tiempo
en segundos que el animal tarddé en pasar del compartimiento seguro al de
castigo, haciendo un corte arbitrario a los 600 segundos). Un esquema de la

camara de evitacion aparece en el Anexo 2.
VIII.8. Farmacos e infusion

Inmediatamente después de que los animales fueron entrenados, los
tratamientos fueron inyectados bilateralmente, usando dos jeringas Hamilton de
10uL acopladas a una bomba de infusién continua (WPI modelo sp200i). Las
jeringas estaban unidas, a través de un tubo de polietileno, a inyectores
construidos con aguja de acero inoxidable. En el momento de la infusién, los
inyectores se introdujeron en las canulas para administrar intra-
hipocampicamente a grupos independientes de ratas uno de los siguientes
tratamientos: 0.9 ug/uL de solucion salina (SAL), 2.0 pyg/uL de nicotina (NIC2),
2.0 yg/uL de DHBE (DHBEZ2), 2ug/uL de Erisodina (EDINA2) o 6.0 ug/uL de
Erisodina (EDINAG6). En todos los casos la velocidad de infusién fue de 1

ML/min.
VIII.9. Perfusion

Una vez terminada la fase conductual, todos los animales fueron
sacrificados con una sobredosis de pentobarbital sédico y perfundidos
intracardialmente con solucion salina isoténica seguida de formaldehido al
10%, utilizando una bomba de infusién (Modelo Manostat) con una velocidad
de 48 RPM. Una vez terminada la perfusion, se obtuvieron los cerebros y se

almacenaron en frascos viales con solucion de formaldehido al 10%.
VIII.10. Histologia

Para verificar el sitio a donde llegd la punta de los inyectores se realizé el
estudio histologico. A los cerebros se les hicieron cortes coronales de 50
micras de espesor que se fijaron posteriormente en portaobjetos y fueron
tefidos con la técnica de Nissl. El analisis microscépico permitié descartar del
analisis estadistico aquellos animales cuyas puntas de inyector no se

encontraron en la estructura (Anexo 3).
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VIIl.11. Analisis estadistico

El corte arbitrario que se hace a los 600 segundos durante la retencion,
hace necesaria la utilizacidon de pruebas estadisticas no paramétricas, por lo
que los datos de latencia de adquisicion, escape y retencion fueron analizados
con la prueba de Kruskall-Wallis y como prueba post hoc la de U-Mann Whitney
(p<0.05). Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPPS

version15.
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IX. RESULTADOS
IX.1. Erythrina americana

Los ejemplares de Erythrina americana fueron identificados
taxondmicamente en el Herbario MEXU del Instituto de Biologia por el Dr.
Mario Sousa Sanchez, quedando registrados con el Numero 599011 (Ver
Figura 16).

599011

Figura 16. Ejemplar de Erythrina americana. Numero de registro 599011.

IX.2. Espectro de Resonancia Magnética

Los espectros de 'HRMN que se practicaron al compuesto puro Erisodina
se presentan en el Anexo 4. Como se indico estos espectros fueron generados
previamente en el laboratorio de Farmacobiologia de la FES-I en colaboracién
con el de Bioconversiones del IPN y se presentan en ese apartado para

confirmar la identidad de Erisodina.
IX.3. Verificacion de la ubicacion de las canulas

El analisis histologico permitié descartar las ratas cuyas canulas no se
encontraron en la estructura (HV). En la Figura 17 (a) se muestra la
representacion esquematica de un corte coronal en el eje A-P 5.1 de Bregma
(Paxinos & Watson, 2005), también se muestra una micrografia en (b) de un
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corte histolégico sefalando que las canulas efectivamente se encontraron en el

hipocampo ventral (HV).

T~ Figure 38

Interaural 3.80 mm Bregma -5.20 mm

Figura 17. a) Representacion esquematica de un cort coronal en eJI ej AP =-51, ML
=+ 4.8, DV = - 7.4 en relacién a Bregma (Paxinos & Watson, 2005) b) Micrografia
(tincion de Nissl) que muestra las puntas de las canulas dirigidas al HV.

IX.4. Etapa de entrenamiento

En el Cuadro 2 se muestran las medianas de latencias de adquisicion y

escape obtenidas con los cinco tratamientos administrados a los grupos de

ratas.

I
Salina 1uL/min (n=13) 24.890 | 1.280
Nicotina 2ug/uL (n=9) 27.420 1.400
DHBE 2ug/uL (n=9) 23.590 0.890
Erisodina 2ug/uL (n=6) 24.780 1.095
Erisodina 6ug/uL (n=9) 19.180 2.390

Cuadro 2. Mediana de las latencias de adquisicion y escape obtenidas durante el
entrenamiento de evitacién inhibitoria con un choque eléctrico de 0.8 mA. Los
tratamientos; SAL (1uL/min), NIC (2ug/uL), DHBE2 (2ug/pL), EDINA2 (2ug/uL) vy
EDINAG (6pg/pL) fueron administrados inmediatamente después del entrenamiento
(n= 46).
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Los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis indicaron que en la fase de
entrenamiento, no se encontraron diferencias significativas en las latencias de
entrada (H (4) = 1.056, p = 0.901), entre los grupos tratados con SAL, NIC2,
DHBEZ2, EDINA2 o EDINAG6 (Figura 18). Y tampoco se presentaron diferencias
en las latencias de escape de estos grupos (H (4) = 3.635, p = 0.458) (Figura
19).

El hecho de no presentarse diferencias significativas entre las latencias de
entrada de los grupos, indica que todos los animales reaccionaron de manera
similar al exponerse por primera vez a la camara de evitacion. Y la ausencia de
diferencias en las latencias de escape entre los grupos, sugiere que las ratas
presentaron semejante capacidad de reaccidn ante el estimulo aversivo,
choque eléctrico. Estos resultados son evidencia de la homogeneidad entre los
grupos durante el entrenamiento de evitacion; atributo indispensable cuando se

realizan pruebas conductuales (Garin-Aguilar et al., 2009).
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Figura 18. Mediana de los valores de latencia de adquisicion (+ rango intercuartilar) de los grupos de ratas inyectadas inmediatamente
después del entrenamiento. Las graficas muestran latencias de entrenamiento o de entrada similares en los cinco grupos.
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Figura 19. Mediana de los valores de latencia de escape (+ rango intercuartilar) de los cinco grupos de ratas evaluados, los cuales
presentaron latencias de escape similares.
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IX.5. Etapa de prueba

En el Cuadro 3 y en la Figura 20 se muestran las medianas de las
latencias de retencién alcanzadas por cada grupo SAL, NIC2, DHBEZ2, EDINA2
6 EDINAG6, mismas que fueron obtenidas en la sesién de prueba realizada 24
horas después de la administracidon hipocampica (HV) de los tratamientos (justo
después del entrenamiento); es decir, los animales para esta sesién no se
encontraban ya bajo el efecto de los farmacos, pues estos se administraron
justo después del entrenamiento. La prueba de Kruskal-Wallis indicé que se
presentaron diferencias significativas en las latencias de retencion de los
grupos H (4) = 29.53, p < 0.0001. La prueba post-hoc U de Mann-Whitney
indicé que no hubo diferencias significativas entre las latencias de retencién de
los grupos SAL y NIC2 (p = 0.647), lo cual nos indica que si bien el agonista
colinérgico nicotina, no deteriord la consolidacion de la memoria, tampoco tuvo
un efecto de mejora en la retencion de la tarea de evitacion. Por otro lado, las
latencias de retencién de los antagonistas colinérgicos DHBE2, EDINA2 y
EDINAG6 fueron significativamente menores a las de los grupos control SAL y
NIC2 (p = entre 0.008 y 0.0001), lo que indica que los antagonistas deterioraron
la retencion de la tarea de evitacion. Es importante hacer notar que el deterioro
de la memoria fue mayor en el grupo que recibi6 DHBE2 con respecto a los
grupos de EDINA2 y EDINAG6 (p = 0.005, p = 0.011 respectivamente), mientras
que no se presentaron diferencias entre las latencias de retencién de los
grupos tratados con el antagonista EDINA2 y EDINAG (p = 0.776).
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Salina 1uL/min (n=13) 379.910
Nicotina 2ug/uL (n=9) 355.440
DHEE 2ug/uL (n=9) 18.200 * *
Erisodina 2ug/uL (n=6) 118.095 *
Erisodina 6ug/uL (n=9) 79.140 *

Cuadro 3. Mediana de las latencias de retencién obtenidas durante la etapa de prueba
de evitacion inhibitoria. La prueba de U Mann Whitney fue aplicada entre los grupos;
SAL (1uL/min) y NIC (2ug/pL) y DHBE2 (2ug/uL), EDINA2 (2ug/uL) y EDINAG6
(6pg/uL). El * indica diferencias significativas con respecto a los controles SAL y NIC2,
el ¢ indica diferencias significativas entre los antagonistas (p < 0.05) (n = 46).
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Figura 20. Mediana de los valores de latencia de retencion (+ rango intercuartilar) de los cinco grupos de ratas. Encontrando que DHBE
2.0ug/uL produjo el mayor deterioro en comparacion con Erisodina 2.0, 6.0ug/pL. Los grupos salina y nicotina no afectaron la retencién de la
tarea *p<0.05.
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X. DISCUSION

Este estudio tuvo la finalidad de evaluar el efecto del bloqueo de
receptores nicotinicos neuronales en la consolidacion de la memoria usando el
paradigma de evitacion inhibitoria. El bloqueo de receptores nicotinicos se hizo
administrando Erisodina (alcaloide aislado de semillas del género Erythrina),
considerando que este antagonista presenta siete veces mas afinidad al
receptor a4p2 que el antagonista DHBE (Decker et al., 1995), que ha mostrado
afinidad a otros receptores neuronales heteroméricos que contienen a las
subunidades a3, a4 y B2 (Dwoskin & Crooks, 2001; Williams & Robinson,
1984), presentado especificidad sobre receptores a3p2 y afinidad mas baja al

receptor a7 (Sharples & Wonnacott, 2001).

Los resultados conductuales evidenciaron que los animales no mostraron
diferencias significativas durante la entrada al compartimiento obscuro de la
camara, esto era de esperarse dado que previamente a la sesidn de
entrenamiento los sujetos experimentales fueron cuidadosamente manipulados,
ademas de que no se encontraban bajo el efecto de ningun farmaco cuando
ocurrio esta etapa de entrenamiento. Tampoco se presentaron diferencias
significativas durante el escape. Estos resultados son consistentes con los
obtenidos por Ambrogi-Lorenzini y colaboradores (1996 y 1997) quienes no
encontraron diferencias significativas en las latencias de entrada y de escape al
evaluar las implicaciones funcionales de HD e HV en la memoria de la

respuesta de evitacion inhibitoria en ratas.

En la etapa de retencién, la cual se llevdo a cabo 24 h después de la
sesién de entrenamiento, se observo que las ratas tratadas con el agonista
colinérgico NIC (2ug/uL) y las del grupo control tratadas con SAL (1uL/min)
mostraron las latencias de retencion mas altas, es decir, estos grupos evitaron
pasar al compartimiento oscuro de la camara. Este comportamiento de las

ratas puede ser interpretado como el mantenimiento de la memoria del evento
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aversivo (choque eléctrico 0.8 mA) que recibieron durante el entrenamiento.
Estos resultados son consistentes con los obtenidos en un experimento previo
donde ni SAL ni NIC (1ug/uL) administradas en el HD impidieron la
consolidacion de la memoria (Garin-Aguilar et al., 2009).

Es importante hacer notar que si bien en el presente estudio NIC (2ug/uL)
no impidio la consolidacion de la memoria, tampoco indujo una mejora. Levin y
colaboradores (1993a) reportaron que el tratamiento cronico de nicotina
(12mg/Kg/dia) mejor6 significativamente el rendimiento de la memoria de
trabajo de ratas en el laberinto radial de brazos, efecto que ademas fue
observado 2 semanas después de retirar la administracion de nicotina. Por otro
lado Levin y colaboradores (1993b) también reportaron que la administracion
cronica de nicotina es util para contrarrestar los déficits de la memoria de
trabajo en ratas con lesiones cerebrales y de ratas sin lesiones utilizando el
paradigma de laberinto radial. En un estudio de doble ciego, McClernon vy
colaboradores (2003) observaron que NIC disminuyo los errores en la memoria
de trabajo tanto de sujetos fumadores (14 6 21 mg) como de no fumadores (7
mg) como reflejo de la mejora en la atencion. Barros y colaboradores (2004)
también encontraron que nicotina (3 pg/uL) aplicada en HD mejord la
consolidacion de evitacion inhibitoria en ratas. Con base en estos
antecedentes, la ausencia de diferencias estadisticas entre los grupos SAL y
NIC observadas en este trabajo, puede deberse a que se requiera administrar
una dosis mas alta (superior a 2ug/pL), dado que en los protocolos
experimentales anteriormente mencionados las dosis administradas fueron

superiores y cronicas.

Por lo que respecta a los antagonistas, en la sesiéon de prueba, un
deterioro de la consolidacion de la memoria fue observado a las 24 horas de
haber inyectado bilateralmente en HV los antagonistas DHBE2, EDINA2 y
EDINAG, estos resultados evidencian la implicacién de esta estructura (HV) y
especificamente de los receptores nicotinicos en la consolidacion de la
memoria. Los hallazgos de este estudio son consistentes con lo reportado por
Ambrogi-Lorenzini y colaboradores (1997) quienes inactivando de manera

temporal con TTX (10 ng/mL) la region ventral del hipocampo encontraron que
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dicha region es crucial durante la adquisicion, consolidacion y recuperacion de

la respuesta de evitacion pasiva.

DHPBE es un antagonista del receptor a432 que ha permitido determinar la
participacion de dicho receptor en las diversas etapas de la formacién de la
memoria. Nuestros resultados indican que la dosis de DHBE administrada en el
HV (2 pg/uL) deteriord la consolidacion de la tarea aversiva y son consistentes
con lo reportado por Barros y colaboradores (2004) quienes evidenciaron que
DHPBE deteriord la adquisicion, la consolidaciéon y la evocacidn de memoria de
corto y largo plazo de una tarea de evitacion inhibitoria administrando este
antagonista en diferentes dosis (2, 6 y 18 ug/lado) en la regién CA1 del HD
aplicando un choque eléctrico de 0.5 mA. También en un estudio previo
realizado en el laboratorio (Garin-Aguilar et al., 2009) se reporté que aplicando
DHPBE (2ug/uL) en HD se deteriord la consolidacion de la memoria de evitacion
inhibitoria (retencion de 180.6 s) y los resultados del presente estudio muestran
que la dosis de 2 yg/uL de DHBE en el HV causd un deterioro mayor en la

consolidacion de la memoria de evitacion inhibitoria (retencién de 18.2 s).

Resulta interesante la observacion de que al administrar la misma dosis
de DHBE en el HV el valor de latencia de retencion se vea disminuido con
respecto a la latencia de retencion obtenida con el bloqueo del HD, lo que
aparentemente reflejaria un mayor deterioro de la memoria en HV con respecto
al HD. Sin embargo, seria necesario evaluar en un nuevo experimento el efecto
de diferentes dosis del antagonista administradas en una y otra estructura (HD
e HV) para identificar qué region del HC es mas sensible a la aplicacién de
DHPBE durante la consolidaciéon de la tarea y asi delimitar la participaciéon de los

receptores nicotinicos en cada una de estas estructuras.

En este estudio también quedd evidenciado que el deterioro en la
consolidacion fue significativamente mayor con el antagonista DHBE (2ug/uL)
que con el alcaloide Erisodina (2 y 6 ug/uL) y no se encontraron diferencias
entre las dosis de Erisodina. Sin embargo, a pesar de que no se presentaron
diferencias significativas entre las latencias de retencion (118.095 s y 79.140 s)
con la administracién de 2 pg/uL y 6 pg/ulL de Erisodina en HV, se observo que

los valores de retencioén tienden a disminuir al incrementar la concentracion de
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Erisodina. Seria conveniente proponer un estudio donde se evalue si el efecto

del deterioro es dependiente de la concentracion de Erisodina.

Cabe mencionar que por medio de un modelo de expresion heterdloga de
receptores en ovocitos de Xenopus, se ha demostrado que los ovocitos que
contienen receptores a4B2 son mas sensibles a DHBE que los ovocitos que
expresan receptores a3B2, a3p4 6 a3, a4 y B2 (Luetje & Patrick, 1991; Harvey
& Luetje, 1996). Y recientemente, se evaluo el efecto que tienen los alcaloides
Erisopina, Erisodina y DHBE sobre la corriente inducida por acetilcolina en
ovocitos que expresaron los receptores nicotinicos o432 (Robles, 2014). La
autora probo dos concentraciones de acetilcolina (500 nM y 50 pM). Los
registros mostraron que la inhibicion de los 3 alcaloides disminuyd al aumentar
la concentracion de acetilcolina; lo que indico que estan compitiendo por el
mismo sitio de unidon a acetilcolina. Asi los autores sugirieron que estos
alcaloides son antagonistas competitivos de receptores nicotinicos neuronales
a4p2, cuya afinidad fue la siguiente: afinidad de Erisopina > afinidad de
Erisodina > afinidad de DHBE. Considerando lo anterior y lo sefalado por
Decker y colaboradores (1995) que Erisodina es 7 veces mas afin a los
receptores a4P2, en nuestro estudio se esperaba que el deterioro en la
retencién fuese mayor cuando los receptores a4p2 del HV se bloqueaban con
Erisodina que cuando se bloqueaban con DHBE. Sin embargo, los resultados
en este estudio mostraron contundentemente, el deterioro de la consolidacion
con el antagonista DHBE. Una posible explicacidon a estos resultados es que el
bloqueo de los otros receptores a los que DHBE también ha mostrado afinidad:
a3p2 (Decker et al., 1995), a334 (Chavez-Noriega et al., 1997) y a7 (Sharples
& Wonnacott, 2001) estd ocasionando un deterioro adicional sobre la
consolidacion de la memoria, es decir; es probable que esos otros receptores
que son bloqueados por DHBE también jueguen un papel en el proceso de
consolidacion de la memoria. Sin embargo, esta hipétesis debe someterse a

prueba experimental.

En conjunto, los resultados del presente estudio indican que el bloqueo de
los receptores nicotinicos neuronales del HV con el antagonista Erisodina,
impide la consolidaciéon de la memoria. Estos datos estan en concordancia con

estudios que destacan la participacion del HV en la memoria de evitaciéon
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inhibitoria (Ambrogi-Lorenzini et al., 1997). También se ha propuesto que el HC
ventral juega un papel prevaleciente en conductas motivadas aversivamente
(por ejemplo evitacion inhibitoria, condicionamiento de conducta de
congelamiento y ansiedad) debido a sus densas conexiones anatdémicas con
estructuras subcorticales (hipotalamo, amigdala y nucleo accumbens)
implicadas en la defensa y emocion (Bast et al., 2001; Moser & Moser, 1998;
Petrovich et al., 2001), mientras que al HD se le atribuye un papel principal en
el procesamiento de memoria espacial (Eichenbaum, 1996; Moser et al., 1993).
Los resultados de este estudio también son consistentes con lo reportado por
Martinez et al. (2002) quienes reportaron que después de una lesidn
neurotdxica producida con acido kainico en el campo CA3 del HV, se produjo
deterioro en la retencidon de la tarea de evitacion inhibitoria. Finalmente, los
resultados de este estudio evidenciaron la participacion de los recetores
nicotinicos a4PB2 del hipocampo ventral en la consolidacion de la memoria de la

tarea de evitacion inhibitoria.
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XI. CONCLUSIONES

» La aplicacién de Erisodina en HV permitié evaluar la participacion diferencial

del receptor nicotinico a432 sobre la consolidacién de la memoria.

» El deterioro en la consolidacion fue significativamente mayor con DHBE, lo
que sugiere que el bloqueo de los otros receptores a los que DHBE es afin,

ocasiona un deterioro adicional sobre la retencidn.
» Estos resultados indican que los receptores nicotinicos localizados en el

hipocampo ventral participan en la regulacion de la consolidacion de la

memoria.
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Xll. PERSPECTIVAS DEL ESTUDIO

Es importante continuar explorando el efecto de Erisodina sobre otros
subtipos de receptores nicotinicos, para determinar si este alcaloide es

subtipo-selectivo.

Es necesario evaluar el efecto de diferentes concentraciones del
antagonista Erisodina administradas en HD e HV para constatar qué
region del HC es mas sensible a la aplicacion de DHBE durante la
consolidacion de la tarea y asi delimitar la participacion de los receptores

nicotinicos en cada una de estas estructuras.

Es conveniente evaluar si el efecto de deterioro de la memoria de la

tarea aversiva es dependiente de la concentracion de Erisodina.

Es importante el desarrollo de nuevos agonistas y antagonistas naturales
o sintéticos que permitan establecer con mayor precision el papel
funcional de los receptores nicotinicos neuronales y/o desarrollar

sustancias de interés clinico.

Un estudio adicional puede diseharse para evaluar el efecto que
diferentes intensidades de choque eléctrico tienen en la consolidacién de
la memoria de una tarea de evitacion inhibitoria entrenada bajo el

bloqueo de receptores nicotinicos neuronales.
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XIV. ANEXOS

ANEXO 1. ERYTHRINA
XIV.1.1. Distribucion y usos

El género Erythrina, perteneciente a la familia Fabaceae (Leguminosae)
(Ibarra, 2010) ha sido seleccionado en diversos estudios por sus propiedades
etnomédicas que se le atribuyen, ademas de considerar otros elementos como
su potencial vegetal y la expectativa de novedad en su investigacion. Este
género comprende un amplio rango de variacion morfoldgica y una gran
diversidad ecologica. Las 115 especies descritas de arboles, arbustos y hierbas
con semillas rojas e inflorescencias generalmente rojas (el nombre alude al
color prevaleciente de las flores y deriva del griego erythros = rojo) las
encontramos en las zonas tropicales y subtropicales del planeta
distribuyéndose en Sudamérica, Centroamérica, Antillas mayores, Antillas
menores y Africa occidental; 12 especies en Asia, 31 en el sur de Africa y casi
70 en América. El mayor numero de especies de Erythrina se encuentran en
México con 27, distribuidas en los estados de Chiapas, Guerrero, Morelos,
Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Tabasco, Veracruz y el Distrito Federal
(Salazar, 2011; Pino-Rodriguez et al., 2003). Pocas especies se han
encontrado en zonas templadas: E. herbacea y E. flabelliformis (nativas del sur
de Estados Unidos) y E. crista-galli y E. falcata (norte de Argentina) (lbarra,
2010) Ver Figura 21.
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Figura 21. Distribucion del género Erythrina en el mundo (Modificado de Neil, 1988).
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Un gran numero de metabolitos secundarios, tales como los alcaloides,
flavonoides, lectinas y pterocarpanos se han aislado a partir de especies del
género Erythrina (Ver Figura 22) siendo utilizadas por la medicina tradicional de
los pueblos de diversas regiones del mundo. Los paises que se destacan por la
utilizacion de estas plantas con fines curativos son: México (21%), India (20%),
Peru (6%), Indonesia (4%), Papua-Nueva-Guinea (3%), Kenya (3%), Argentina
(3%), Brasil (3%), Tanzania (3%), Tailandia (3%), Rotuma (3%), Rwanda (3%)
y Senegal (3%). Las especies reportadas con mayor frecuencia son Erythrina
variegata L. (19%), E. abyssinica Lam (10%), E. indica Lam (8%), E. fusca Lour
(8%), y E. senegalensis DC. (7%).

REPORTES DE FAMILIAS QUIMICAS (%)
protecides  esteroides .
9% ] 5% terpenoides
fenil..d alcaloides
propanoides —.__ X iy
2% g % /
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Figura 22. Principales familias quimicas reportadas para las especies del género
Erythrina
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Los 6rganos vegetales de las especies de Erythrina mas utilizados por la
medicina tradicional son la corteza y las hojas, los cuales se reportan casi en
igual porcentaje (33% y 31%, respectivamente). Las raices, semillas y flores
son 6rganos también utilizados por la poblacién, aunque con menor frecuencia
(12, 10 y 8%, respectivamente). Otras partes empleadas son las ramas, el tallo
(y sus cortezas), los frutos y la planta entera. La utilizacion de la savia de la
planta fue reportada para la Erythrina variegata y se ha utilizado en Nueva
Caledonia para tratamientos de infertilidad en la mujer. Las principales
propiedades etnomédicas atribuidas a estas especies vegetales son: alivio de
dolores (7%); tratamiento de infecciones urinarias, respiratorias, infecciones de
los ojos, piel y garganta (7%), para la fiebre (6%), cura de heridas (5%), para el
tratamiento de trastornos menstruales (5%), procesos inflamatorios (4%), entre
otras. Existe un reporte de la utilizacion de especies de Erythrina como
alimento y otros referidos al uso de estas plantas como veneno para animales
nocivos al hombre o peces (3%) (Pino-Rodriguez et al., 2003) el cual actua
paralizando el musculo esquelético ya que inhiben la transmisién de impulsos

nerviosos y causan hipotension arterial (Salazar, 2011).
XIV.1.2. Alcaloides presentes en Erythrina

Los alcaloides son compuestos que presentan efectos fisioldgicos vy
propiedades farmacoldgicas a bajas concentraciones. Gracias a la diversidad
estructural y la variedad en la actividad biolégica de los alcaloides (Arango,
2008) hoy en dia, las plantas son importantes en el desarrollo de la medicina
moderna, dado que se utiliza como medio preventivo o curativo, esto gracias al
efecto fisioldgico que ejercen los metabolitos secundarios (principios activos de
la planta) que tienen propiedades preventivas o curativas contra
enferemedades. Pueden ser utilizados como antibidticos, antisépticos, como
sedantes o analgésicos, o actuando sobre la actividad neuromuscular o
muscular, asi como también estimulantes en el sistema nervioso, etc. Los
alcaloides mas abundantes en E. americana son a- y B-eritroidina y pequefias

cantidades de Erisodina, Erisovina y Erisopina (Ibarra, 2010).

De un total de 393 reportes de alcaloides, 358 son del tipo isoquinolinico,

lo que indica que este tipo de alcaloide es predominante y caracteristico del
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geénero Erythrina. Los alcaloides y los flavonoides son los metabolitos aislados
en practicamente todos los 6rganos vegetales de éste género mayormente
utilizados para estudios fitoquimicos. Los alcaloides se han detectado con
mayor frecuencia (76%) en las semillas, y los flavonoides (96%) en las raices
(Pino-Rodriguez et al., 2003).

XIV.1.3. Erythrina americana
XIV.1.3.1. Caracteristicas y distribucion en México

E. americana es un arbol de 4-5m extendido, copa de ramas abundantes,
corteza lisa y estaca café, tiene espinas en las ramas y espinas conicas y
anchas en el tronco, sus hojas son alternadas vy trifoliadas, con tres puntas,
foliolos rombico-ovalados, de 7-22cm de largo y ancho. Estas especies se
encuentran en tierras bajas y en elevaciones moderadas (1000-2100 m). Puede
ser encontrada en el centro de México (Veracruz, Hidalgo, Estado de México,

Guerrero, Puebla y Oaxaca (lIbarra, 2010) (Ver Figura 23).

Figura 23. Distribucion de Erythrina americana en México

Esta especie contiene los alcaloides Erisovina, Erisodina, Erisopinay a y
B eritroidina los cuales son bases terciarias. Tienen como base al esqueleto
eritriniano, una espiroamina tetraciclina que se encuentra en dos formas en la

planta: libre o conjugada formando glucdsidos (Ibarra, 2010).
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Dada la variacion existente en los 6rganos vegetales estudiados, medios
de extraccion disponibles y particularidades especificas en la metodologia de
experimentacion, es posible realizar numerosos ensayos diferentes a partir de
una misma especie. La obtencion de resultados positivos en un ensayo
determina que la especie posea la actividad biolégica en estudio aunque el
resto de los ensayos sean negativos. Esto justifica la realizacion de estudios
que permitan guiar rigurosamente la seleccion de las partes a estudiar,
meétodos de extraccion y caracteristicas de los modelos de bioactividad a

ensayar, entre otros (Pino-Rodriguez et al., 2003).
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ANEXO 2. MODELOS ANIMALES

Los modelos animales de trastornos cognitivos se han basado
mayoritariamente en primates, ratas y ratones, cuyos procesos neuronales son
similares a los de la funcion cognitiva humana. Se pueden distinguir varios tipos

de modelos experimentales.
— Modelos farmacoldgicos: permiten la evaluacién de farmacos.

— Modelos genéticos: basados en animales manipulados genéticamente

(transgénicos y knock-out)

— Modelos toxicoldgicos: para determinar la toxicidad de metales pesados,

téxicos y neurotoxinas

A la hora de abordar el estudio de la funcién cognitiva utilizando modelos
animales debemos tener presentes sus multiples dimensiones y decidir cual de

ellas deseamos investigar para elegir la prueba especifica mas apropiada.

XIV.2.1. MODELOS EN EL ESTUDIO DE LA MEMORIA Y EL APRENDIZAJE
XIV.2.1.1. Prueba de reconocimiento de objetos

XIV.2.1.2. Prueba de reconocimiento social

XIV.2.1.3. Memoria espacial
XIV.2.1.3.1. Laberinto acuatico de Morris
XIV.2.1.3.2. Laberinto de Barnes
XIV.2.1.4. Memoria emocional
XIV.2.1.4.1. Condicionamiento aversivo al sabor
XIV.2.1.5. Aprendizaje asociativo
XIV.2.1.5.1. Prueba de evitacion activa
XIV.2.1.5.2. Prueba de evitacién pasiva

X1V.2.1.5.2.1. Camara de evitacion inhibitoria
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XIV.2.1.1. Prueba de reconocimiento de objetos

El experimentador puede estudiar la memoria a corto y largo plazo
modificando el intervalo de tiempo entre la primera exposicion a dos objetos
idénticos y las siguientes exposiciones, en las que se evalua el grado de

exploracion del objeto familiar frente a otro nuevo Ver Figura 24.

|I Habituacion l

Familiarizacion con el entorno (10-30 min)

24 h

¥
|| Entrenamiento I (Exploraciones de 5-10min)
1-3 h Memoria a corto plazo 24 h Memoria a largo plazo
Objetivo A + A Objetivo A + B I Obietivo A + C

Figura 24. Modelo de prueba de reconocimiento de objetos (Tomado de Navarrete et
al., 2008).
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XIV.2.1.2. Prueba de reconocimiento social

La exposicion repetida del animal a un individuo familiar precede a una
ultima confrontacion con un individuo desconocido, momento en el que se

evalua el grado de interaccion respecto al que se produjo con anterioridad Ver
Figura 25.

Habituacion: familiarizacion del
animal con el entorno (10 min)

3 sesiones de 5 min con un animal
conocido familiar de la misma jaula

Ultima sesién de 5 min con un animal
desconocido no familiar

Figura 25. Modelo de prueba de reconocimiento social (Tomado de Navarrete et al.,
2008).

Pagina 80 de 102



Efecto del antagonista nicotinico erisodina sobre la consolidacion de la memoria

XIV.2.1.3. Memoria espacial

XIV.2.1.3.1. Laberinto acuatico de Morris - En esta prueba se evalua el
tiempo de latencia que emplea el animal en alcanzar la plataforma sumergida,
que representa un estimulo reforzante de escape. Si la plataforma permanece
en el mismo lugar, se evalua la memoria espacial de referencia, y si varia, se

analiza la memoria espacial de trabajo Ver Figura 26.

Sefiales de Plataforma de escape
orientacion luminosa,
100-600 lux
fﬁ D HE
=y =
FASE DE ADQUISICION 60-120 s
12 entrenamientos consecutivos

Intervalos de descanso de 4 min

@ Posicion de
inicio :
1% dia =9/ [ Uitimo dia

FASE DE RETENCION

48 h después del
ultimo entrenamiento

60-120 s

Sin plataforma

Figura 26. Modelo de laberinto acuatico de Morris (Tomado de Navarrete et al., 2008).
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XIV.2.1.3.2. Laberinto de Barnes

El animal se situa primero en el centro del aparato en una camara de
inicio y a continuacion se le deja que explore los diversos orificios ante la
exposicién a estimulos aversivos, como luces y sonidos. Se evalua el tiempo

que emplea en encontrar la salida que conduce al cajon refugio (Ver Figura 27).

Aversion:
Luces 150 W

/ “Falso
“Cajén cajon
refugio”

AN

Figura 27. Modelo de laberinto de Barnes (Tomado de Navarrete et al., 2008).
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XIV.2.1.4. Memoria emocional
XIV.2.1.4.1. Condicionamiento aversivo al sabor

Para desarrollar el condicionamiento aversivo al sabor, el animal debe
poder reconocer el estimulo condicionado y llegar a enfermar con la exposicion
al estimulo no condicionado. Es importante que se desarrolle esta asociacion
entre el estimulo condicionado y el no condicionado para que finalmente,
cuando se presente el estimulo condicionado sélo, el animal lo evite (Ver
Figura 28).

Altoparlante

Luces

- ;
1

"-..
Palanca de respuesta

Dispensador de alimentos Rejilla electrificada

Figura 28. Modelo de condicionamiento aversivo al sabor (Tomado de Navarrete et al.,
2008).
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XIV.2.1.5. Aprendizaje asociativo
XIV.2.1.5.1. Prueba de evitacién activa

Las pruebas de evitacion activa requieren varias sesiones de aprendizaje,
a diferencia de las de evitacion pasiva, en las que el ratdn aprende en una sola
sesidn, pero nos permiten examinar funciones cognitivas complejas y valorar la
adquisicion y consolidacion de la memoria en un mismo animal durante el
experimento. La prueba de evitacion activa se puede clasificar en evitacion
activa de un sentido y evitacién activa de dos sentidos. La diferencia radica en
que en la prueba de evitacion activa de un sentido el raton siempre recibe el
shock eléctrico en la misma camara/localizacién (es unidireccional), mientras
que en la de dos sentidos el animal aprende, a través de diferentes pistas, a
predecir la descarga eléctrica, independientemente de la camara de ensayo

(contexto) donde se produzca (es bidireccional).

XIV.2.1.5.2. Prueba de evitacioén pasiva

La prueba de evitacion pasiva es una prueba unidireccional que permite
estudiar el aprendizaje adquirido y la memoria. El animal se condiciona con un
estimulo aversivo y posteriormente se valora si recuerda esa experiencia
(Navarrete et al., 2008).

XIV.2.1.5.2.1. Camara de evitacion inhibitoria

Para llevar a cabo esta prueba se utiliza una caja de acrilico transparente
con dos compartimientos, uno claro y otro oscuro, separados entre si por una
puerta corredera (Ver Figura 29). ElI compartimiento claro tiene un piso que
consta de barras paralelas de acero inoxidable con 1.0 centimetro de
separacién, hay una luz potente enfocando directamente al ratén, en el
compartimiento oscuro hay un circuito cerrado con una plataforma de acero
inoxidable conectado a un estimulador de corriente que producira pequefias
descargas eléctricas. Se pretende que el raton aprenda a evitar el
compartimiento oscuro donde se le aplica la descarga (estimulo aversivo). La

prueba comienza con un entrenamiento que consiste en colocar al ratén en el

Pagina 84 de 102



Efecto del antagonista nicotinico erisodina sobre la consolidacion de la memoria

compartimiento iluminado. A los 5 segundos se abre la puerta y se le permite
dirigirse al compartimiento oscuro (el ratéon tendera espontaneamente a
desplazarse a los espacios oscuros, pues la luz directa le produce ansiedad).
En el momento en que el raton entre con las cuatro patas en la camara oscura
se cerrara la puerta y recibira una descarga eléctrica (mA) durante 5 segundos.
Treinta segundos después de la aplicacidon de la descarga, se devuelve al ratén
a su jaula hasta el momento de la prueba, que consiste en volver a poner el

raton en la camara iluminada y levantar la puerta que separa las dos camaras.

I h
I f\@ L Il
i -
L | |
| \ .
; L
I 1.
R o e Estimulador
de corriente
U Ii U ‘ﬁkééﬁ
Compartimiento Compartimiento @\
iluminado o seguro  oscuro o de castigo ./0/0 D

Figura 29. Esquema de la camara de evitacion inhibitoria. Esquema proporcionado por
el Dr. Roberto Prado Alcala.

Durante la prueba no se aplica al animal ninguna descarga y se observa
durante 5 minutos, registrando diversos parametros, entre los que se incluyen
el tiempo de latencia hasta que entra en la camara oscura (como indicador de
memoria), el numero de veces que cruza de una camara a otra, el tiempo total
que pasa en cada una de las camaras y la frecuencia con la que se asoma a la
camara oscura hasta que realmente entra en ella. El ensayo se puede llevarse
a cabo a los 30 o 60 minutos del entrenamiento, para evaluar la memoria a
corto plazo, y a las 8 y 24 horas, para valorar la memoria a largo plazo. Las
latencias cortas son consideradas como evidencia de amnesia, y las latencias

largas como evidencia de retencion y aprendizaje (McGaugh, 1973).
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Con la utilizacién de éstos modelos animales podemos profundizar en las
bases fisiopatologicas del deterioro que se produce por el simple hecho de
envejecer o el que aparece asociado a diferentes situaciones patologicas,
como las enfermedades neurodegenerativas. Ademas, nos permiten comprobar
la eficacia de nuevos farmacos e identificar posibles dianas terapéuticas
(Navarrete et al., 2008).
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ANEXO 3. PROCEDIMIENTO DE CIRUGIA

Figura 30. Forma en que fue colocada Figura 31. Colocacion de las canulas
la rata en el aparato estereotaxico

Figure 38|

Interaural 3.80 mm Bregma -5.20 mm |

Figura 32. Esquema del corte de cerebro de rata a la altura del hipocampo ventral,
estructura a la cual se debid llegar con las canulas (Tomado de Atlas de Paxinos &
Watson, 2005).
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ANEXO 4. ANALISIS QUIMICO

PROTONES DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS (3)
H 6.04
2H 6.59
3Ha 4.01
4Ha 16
4He 26
7H 573
8H 348
8H 3.68
10Ha 2.93
10He 3.55
11Ha 2.89
11H 2.63
14H 6.79
17H 6.69
15-OCH, 3.77

3-OCHs 3.32

Figura 33. Desplazamientos quimicos del alcaloide Erisodina

Pagina 88 de 102



Efecto del antagonista nicotinico erisodina sobre la consolidacion de la memoria

-
. JJ/ | f/ JI' _
———————— T T T T T T T
13 12 11 10 9 8 7 6 S 4 3 2 1 -0 =1 ppm
AT PR 2.94 7.55 12706 0.23 |
8.73 a.02 33.64 7.64 1.a5 13.39

Figura 34. Espectro de '"HMNR para Erisodina
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