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RESUMEN

A pesar del caracter subjetivo de la memoria, su génesis esta delimitado por la
neurobiologia, la biologia molecular, la bioquimica, entre otras ciencias exactas, que
permiten el estudio y entendimiento de éste proceso.

Mucho se conoce de la memoria, pero poco se ha descrito del olvido, un proceso
que, equivocadamente se ha asociado como la parte contraria de la memoria siendo
en realidad procesos independientes pero coexistentes. De acuerdo a la
informacion que se conoce sobre la memoria y a su relacion con el olvido, se puede
suponer que comparten regiones cerebrales, mecanismos bioquimicos,
moleculares e inclusive su dependencia del tiempo.

En el presente protocolo se planted el estudio de la transcripcion de genes y la
traduccién de proteinas, en la corteza prefrontal y el hipocampo en el olvido, durante
las etapas de consolidacion y recuperacion de la informacion, en animales
entrenados en la tarea de automoldeamiento, mediante la administracion
intracerebral de DRB (80 pg/mL) y anisomicina (125 pg/mL).

Actualmente, el olvido es un proceso poco descrito, del cual se desconocen los
mecanismos moleculares y regiones cerebrales involucradas. En el presente
protocolo se observé que la inhibicidn de la sintesis de proteinas en el hipocampo
durante la consolidacién en la tarea de automoldeamiento aumenta el olvido. Por
otra parte, en la tarea de automoldeamiento, el olvido en la corteza prefrontal
durante la recuperacion de la informacion es un proceso dependiente de la

transcripcion de ARN no codificante.
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ABSTRACT

Despite the memory’s subjective nature, its genesis has been limited by
neurobiology, molecular biology, biochemistry, and other exact sciences, which
allow the study and understanding of this process.

There is so much information available about memory, but few about forgetting, a
process that, mistakenly, has been associated as the memory’s opposite, when
really they are independent but coexistent processes. According to the actual
information about the study of memory and its relationship with forgetting, have been
assumed that both share brain regions, biochemical and molecular mechanisms and
their dependence on time.

The aim of this protocol, is the study of the gene transcription and protein translation
in the prefrontal cortex and hippocampus on forgetting, during the consolidation and
recovery of information, in animals trained in the autoshaping task, through the
pharmacological manipulation with DRB (80 ug / mL) and anisomycin (125 yg/ mL).
Actually, forgetting isn't well described, molecular mechanisms and brain regions
involved are still unknown. In the present protocol it was observed that the inhibition
of protein synthesis in hippocampus during consolidation in autoshaping task
increases oblivion. On the other side, in autoshaping task, in the prefrontal cortex,
forgetting is a transcription of non-coding RNA dependent process during the

retrieval of information.
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1.0 ANTECEDENTES

“Pensar es olvidar diferencias, es generalizar, es abstraer’

Jorge Luis Borges, Artificios, Ficciones (1944)

1.1 MEMORIA

1.1.1 DEFINICION DE MEMORIA

El concepto de memoria es dinamico; varia de acuerdo al autor, tiempo y
perspectiva, se define como una parte importante de la identidad humana
(Nalbantian, 2007) que permite conectar experiencias y aprendizajes (Camina y
Gliell, 2017) formando parte de la individualidad de una persona y de su dia a dia
(Morris, 2007).

Dudai (2007) lo define como la retencion de experiencias dependientes de
representaciones internas, las cuales son informacidén codificada en complejas
redes neuronales, que se expresan en un comportamiento.

La memoria es un proceso fisioldgico no unitario, (Szapiro et al., 2002) dependiente
del tiempo (McGaugh, 1966) en el cual se presenta la adquisicidén, consolidacién,
almacenamiento y recuperacion de la informacion (Cahill, 2001) a nivel molecular,

celular y fisiolégico (Korte & Schmitz. 2016).

1.1.2 ADQUISICION (APRENDIZAJE)

Desde los inicios del hombre, el aprendizaje siempre ha sido un proceso adaptativo
conservado (Pattwell & Bath, 2017), en el cual se presenta la adquisicion de
informacion del entorno (Agrawal et al., 2009) y que se manifiesta como un cambio

en el comportamiento (Rescorla, 2007).
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Durante la etapa de adquisicion, la obtencion de nueva informacion, especialmente
aquella que pasara a formar parte de la memoria declarativa, se realiza en el |6bulo
temporal medial, principalmente en el hipocampo (Kandel, Dudai & Mayfors, 2014).
Dentro de la formacion de la memoria existe un proceso denominado codificacion,
el cual involucra la adquisicion de informacién y los cambios en el sistema nervioso
central que conducen a la persistencia del rastro inicial de la informacién; sin
embargo, no es considerada una etapa en la formacion de memoria, debido a que
aun no se ha logrado delimitar su inicio y fin entre las etapas de adquisicion y

consolidacion (Roediger, 2007).

1.1.3 CONSOLIDACION

La transformacion de la memoria de corto plazo a la memoria de largo plazo, donde
la informacion pasa de un estado de inestabilidad y maleabilidad a uno de
permanencia y estabilidad se denomina consolidacién de la memoria (Nader &
Hardt, 2009). La consolidacion involucra una serie de procesos en el hipocampo y
sus estructuras asociadas que culminan en la transcripcion y la sintesis de nuevas
proteinas. (Hernandez & Abel, 2008). Los modelos de los sistemas de consolidaciéon
de la memoria sugieren que la consolidacion depende de la interaccidon entre el
l6bulo temporal medial, principalmente el hipocampo, la corteza entorrinal y la
neocorteza (Kitamura, et. al, 2017).

La consolidacion comprende que la memoria es resistente a efectos de agentes
amnésicos como traumatismos, inhibidores de la sintesis de proteinas, entre otros
(Forcato, Rodriguez & Pedreira, 2011).

La consolidacion se divide en dos etapas, consolidacion sinaptica y la consolidacion
sistémica. La consolidacidon sinaptica hace referencia al proceso en el cual la
informacion adquiere un caracter de resistencia a través del tiempo, es atribuido a
la plasticidad neuronal, y tiene una duracion de horas; mientras que la consolidacién
sistémica, involucra la reorganizacion de complejas redes neuronales a partir de la
consolidacion sinaptica de grupos de neuronas y tiene una duracién de dias (Dudai,
Karni & Born, 2015).

13
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La plasticidad neuronal es el resultado de alteraciones en la eficiencia de la
transmision sinaptica (plasticidad funcional) y en la morfologia de las neuronas
(plasticidad estructural) por diversos patrones de actividad electroquimica (Korte,
Schmitz, 2016). Evidencias recientes han sugerido que la informacion puede volver
a ser labil al reactivarse durante su evocacion, en una etapa llamada
reconsolidacién (McClelland, 2011).

Actualmente, se ha reportado que la consolidacién es una etapa fundamental para
la formacion de la memoria y el olvido, de manera que esta regulada tanto por
mecanismos involucrados en la formaciéon de la memoria, como mecanismos
implicados en el olvido. La participacion e interacciéon de ambos sistemas durante
la consolidacion tiene como objetivo regular la informacion y determinar la

permanencia o el olvido de la misma en el cerebro (Davis & Zhong, 2017).

1.1.4 ALMACENAMIENTO (PERSISTENCIA)

El almacenamiento es la etapa de la memoria donde se presenta la retencion de la
informacion a través del tiempo (Dudai, 2007); este proceso, es atribuido a la
persistencia de las representaciones neuronales, es decir a la permanencia de los
patrones de activacién o a la magnitud de la respuesta a un estimulo asociado a un
comportamiento especifico (Eichenbaum, 2007).

La memoria esta organizada en diversos sistemas, donde de acuerdo al tiempo de
retencion puede dividirse en el humano en memoria de corto, intermedio y largo
plazo (Loftus, 1985). La memoria a corto plazo involucra modificaciones
postraduccionales (MPT) durante el almacenamiento de la informacion,
principalmente fosforilacion; mientras que la memoria de plazo intermedio requiere
de sintesis de proteinas, pero no de la transcripcién de genes (Meneses, 2003).
Finalmente, la memoria a largo plazo requiere de la traduccion de proteinas y la

transcripcion de genes (Cavallaro et al., 2002).
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1.1.5 RECUPERACION

La recuperacion de la informaciéon es la etapa en la cual se tiene acceso a la
informacion almacenada mediante la reactivacion de la misma, para formar una
memoria coherente que corresponda con los eventos del pasado y guie el
comportamiento. La recuperacion no se puede considerar como etapa aislada en la
memoria ya que depende de la manera en como se codificé la informacion, asi como
de las senales presentes en el entorno cuando se solicita su recuperacion
(Roediger, 2007), para que dichas senales actuen como puntos de referencia o
claves en la busqueda de informacion (Loftus, 1985).

Se ha reportado que la recuperacion de la informacion se presenta mediante la
interaccién de la corteza prefrontal y el I6bulo medio temporal (Kandel, et al., 2014).
La recuperacion, al igual que la consolidacién, es una etapa intimamente
relacionada con el olvido, ya que se han reportado diversos mecanismos de olvido
entre los cuales se encuentran la incapacidad de recuperar informacion cuyo
engrama permanece intacto o la degradacion del engrama por el paso del tiempo
(Davis & Zhong, 2017).

1.1.6 CLASIFICACION DE LA MEMORIA

Actualmente, los criterios de clasificacion de la memoria difieren de acuerdo a las
preferencias del autor, las clasificaciones mas comunes consideran como principal
caracteristica el tiempo de permanencia de la informacion o el contenido de la
misma (Schater, 2007). Camina & Gell (2017) proponen una clasificacién de la
memoria con base en los modelos actuales de la literatura, desde una perspectiva
neuroanatomica, neurofisioldgica y psicolégica (Figura 1).

La propuesta inicia con una clasificacion de la memoria con base en el tiempo de
permanencia de la informacion en memoria sensorial, memoria a corto plazo (MCP)

y memoria a largo plazo (MLP) de acuerdo a la teoria de Atkinson & Shiffrin (1968).
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Figura 1. Clasificacion de la memoria considerando los modelos actuales, con base
en la neuroanatomia, neurofisiologia y psicologia de la memoria. (Modificado de
Camina & Gell, 2017).
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1.1.6.1 MEMORIA SENSORIAL

La memoria sensorial es la capacidad de registrar y retener brevemente grandes
cantidades de informacion sensorial con la cual las personas se encuentran
diariamente; y pueden ser clasificadas de acuerdo al érgano involucrado en la

captacion de dicha informacién en ecoica, iconica y haptica (Camina & Guell, 2017).

1.1.6.1.1  MEMORIA ICONICA

La memoria iconica es la capacidad de procesar y retener brevemente la
informacion proveniente del sentido de la vista tan pronto como el estimulo es
recibido (Di Lollo, 1980).

1.1.6.1.2 MEMORIA ECOICA

La memoria ecoica la conforman los estimulos auditivos, los cuales al igual que
visuales, son captados y almacenados de manera limitada (2 a 5 segundos)
independientemente de la atencidn del sujeto, para su posterior procesamiento por

diversas estructuras (Nees, 2016).

1.1.6.1.3 MEMORIA HAPTICA

La memoria haptica esta formada por toda aquella informacion de estimulos
captados a través de la piel, como la forma, tamafo, temperatura y textura de
objetos (Zhu, et al., 2016).
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1.1.6.2 MEMORIA A CORTO PLAZO (MCP)

En sus inicios Atkinson y Shiffrin (1968) describieron a la memoria a corto plazo
como una unidad de almacenaje transitoria y limitada de la informacion, que
posteriormente pasara a formar parte de la memoria a largo plazo. Por otra parte,
Ghatercole (2007) propone a la memoria a corto plazo como el conjunto de
actividades o procesos que involucran el recuerdo de la informacion almacenada de
manera limitada y por un periodo corto de tiempo.

Loftus (1985) describe a la memoria a corto plazo como una memoria activa, donde
la informacion es atendida de manera consciente, con duracién de minutos, que
desarrolla un papel importante en el pensamiento consciente y que provee un medio
de acceso de la informacion.

Finalmente Camina & Glell (2017) indican que la memoria a corto plazo es un
sistema encargado del procesamiento, coordinacién y control de nueva informacion
proveniente de la memoria sensorial y la informacion recuperada de la memoria a
largo plazo.

De manera general, la memoria a corto plazo es un sistema que recibe e integra la
informacion necesaria proveniente de los sentidos y la memoria a largo plazo,
manteniéndola disponible por un periodo corto de tiempo, con el fin de que la
memoria del trabajo tenga acceso a la misma para la realizacion de tareas

cognitivas requeridas en el momento.

1.1.6.2.1 MCP Y MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES (MPT)

En la memoria a corto plazo, la permanencia de la informacion depende de
estabilizar la transmision sinaptica mediante modificaciones postraduccionales,
como la fosforilacion, palmitoilacién, ubiquitinacién, glicosilacién, acetilacion,
sialilacién y fucosilacion de proteinas; donde se destaca la fosforilacion de proteinas
(Sunyer, Diao & Lubec, 2008). Las modificaciones postraduccionales mas

representativas se resumen en la tabla 1.
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Modificacion

Funcion

Fosforilacion

Adicion de grupos fosfato

en los residuos de
aminoacidos hidroxilados

(serina, treonina y tirosina)

Modular la activacion de proteinas.
Iniciar plasticidad neuronal.
Regular la liberacion de

neurotransmisores.

Palmitoilacion

Adicion de acido
palmitico
(en residuos de cisteina,

serina y treonina)

Modificar la hidrofobicidad de
proteinas.

Regular el transporte de proteinas.
Modular la interaccién entre
proteinas.

Senalizacion mediante DIGS.

Adicion de carbohidratos

Crecimiento y formacion de la

acetilo

Glicosilacion en regiones proteicas o _ .
o sinapsis durante el desarrollo
lipidicas.
Transferencia de .
o . Regular la formacion y
Sialilacion moléculas de adhesion o .
consolidacion de la memoria
(L1 y NCAM).
. Protege a la terminacién sinaptica
Transferencia de un
Fucosilacion . de la degradacion por la proteasa
residuo de fucosa . .
dependiente de calcio (calpainas).
Adicién de un grupo
Acetilacion Regulacion de la expresion génica.

Ubiquitinacion

Adicidon de una o mas
ubiquitinas (polipéptido
de 76 aminoacidos

altamente conservado)

Regulacion de la protedlisis.

Tabla 1. MPT mas comunes durante la formacion de la memoria (Resumido de
Sunyer, et al., 2008).
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1.1.6.3 MEMORIA DE TRABAJO

La memoria de trabajo es un sistema de capacidad limitada que mantiene y procesa
la informacidén proveniente de la memoria a corto plazo para la realizacidén de tareas
cognitivas como el aprendizaje, razonamiento y la comprension (Suzuki, 2007).

Dudai (2004) atribuye dos caracteristicas a la memoria de trabajo, la persistencia y
lo efimero; dado que la memoria del trabajo es un sistema donde la informacién
adquirida persiste durante un lapso efimero solo para realizar una tarea cognitiva,
posterior a la cual se presenta la eliminacion gradual de la misma con la finalidad

de evitar su interferencia en la realizacién de otras actividades.

1.1.6.4 MEMORIA A LARGO PLAZO (MLP)

La memoria a largo plazo es un sistema de almacenamiento ilimitado de la
informacion durante dias, semanas, meses o afios (Goelet, et al., 1986).

Camina & Glell (2017) proponen una division del sistema en memoria declarativa 'y
no declarativa como se muestra en la figura 2.

Eichenbaum (2001) describe a la memoria declarativa como un sistema de memoria
que se caracteriza por la capacidad de recordar conscientemente la informacion
almacenada, al contrario de la memoria no declarativa, la cual presenta la
recuperacion de la informacién de manera inconsciente.

La memoria declarativa se divide en episddica y semantica, la primera es un sistema
donde se maneja la informacion relacionada con eventos y hechos, mientras que la
memoria semantica se asocia con el conocimiento general acerca del mundo
(Squire, Knowlton & Musen, 1993).

Dentro de la memoria no declarativa se identifican los sistemas definidos por Squire,
Knowlton & Musen (1993) como:
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e Habilidades y habitos: sistema de la memoria responsable de manejar los
procedimientos motores, perceptivos y cognitivos para interactuar con el
mundo (habilidades), y la disposicion y tendencias a un conjunto de estimulos
que guian el comportamiento (habitos)

¢ Condicionamiento: Respuestas simples de la musculatura esquelética,
respuestas autondmicas o emocionales resultado de un estimulo y el
aprendizaje de una asociacion previa.

e Instrucciones: Sistema que detecta o identifica estimulos basados en la
experiencia reciente.

e Aprendizaje no asociativo: Sistema de memoria que guia al comportamiento
y presenta el aprendizaje de una tarea como resultado de la repeticion de

un Unico estimulo.

Figura 2. Clasificacion de la memoria a largo plazo (Modificado de Squire, 2007).
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1.1.6.41 MEMORIA LARGO PLAZO Y LA SINTESIS DE PROTEINAS

La memoria a largo plazo requiere de la transcripcidon de genes y sintesis de
proteinas (Goelet, et al., 1986). Dichos procesos se presentan como consecuencia
de los mecanismos activados durante la memoria de duracion intermedia, como el
incremento de calcio intracelular, la insercion del receptor AMPA en la membrana y

la activacion de cinasas (figura 3) (Kandel, et al., 2004).

Figura 3. Mecanismos bioquimicos presentes durante la memoria a largo plazo
(Modificado de Korte & Schmitz, 2016). Una vez embebido los receptores AMPA en
la membrana (1), la unién de glutamato al receptor ocasiona un flujo de sodio al
interior de la neurona postsinaptica provocando la despolarizacién de la misma (2).
A causa de la despolarizacion, se libera un ion magnesio al activar el receptor

NMDA, un canal ibnico acoplado a un ion magnesio (3). Cuando el ion magnesio es
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retirado del receptor NMDA y éste es posteriormente estimulado por glutamato, el
receptor permite el flujo de calcio y sodio dentro de la neurona postsinaptica (4),
incrementando los niveles de calcio intracelulares y favoreciendo la activacion de
cinasas (PKA, CaMKIl, PKM({, etc.) (5) las cuales inician fosforilaciones que

culminaran en la activacion de la transcripcion de genes.

La formacion de la memoria involucra diferentes etapas en las cuales se presentan
fases transitorias de sintesis de proteinas (Albernini, 2005). Con base en diversos

experimentos Davis & Squire (1984) se presenta el siguiente resumen:

Etapa Sintesis de proteinas

Adquisicion Independiente
Consolidacién Dependiente
Almacenamiento Dependiente
Recuperacion Dependiente e independiente

Tabla 2. Sintesis de proteinas en las etapas de formacion de la memoria.
(Resumido de Davis & Squire, 1984).

Davis & Squire (1984) sugieren que la inhibicion de la sintesis de proteinas altera
las interacciones neuronales debido a la inhibicidn enzimatica, a la disminucién de

receptores, proteinas estructurales y de proteinas de reconocimiento celular.

1.1.7 MECANISMOS MOLECULARES INVOLUCRADOS EN LA MEMORIA

Diversos sistemas de la memoria se caracterizan por el tiempo de permanencia de
la informacion y los mecanismos moleculares involucrados, como lo son las MPT en
la memoria a corto plazo, la transcripcidn de genes y la sintesis de proteinas en la
memoria a largo plazo y unicamente de la sintesis de proteinas en la memoria de

plazo intermedio (Meneses et al., 2009).
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1.1.8 MEMORIA DE PLAZO INTERMEDIO

En humanos, la memoria de plazo intermedio es una fase transitoria entre la
memoria a corto y largo plazo, en la cual se presenta el inicio de la plasticidad
neuronal a largo plazo y la sintesis de proteinas a partir de ARNm preexistentes
(Kandel, et al., 2004). El inicio de la plasticidad neuronal a largo plazo comienza con
la comunicacion bidireccional entre las neuronas pre y postsinaptica mediante la
liberacidon de un neurotransmisor en la hendidura sinaptica. Korte & Schmitz (2016)
reportan la liberacion de glutamato como el inicio de la plasticidad neuronal. La
unién de glutamato al receptor metabotropico mGIuR5, acoplado a proteinas Gq
inicia una cascada de sefalizacion que culmina en el incremento en los niveles de
calcio (Figura 4) y como consecuencia la insercion de receptores de acido AMPA
en la membrana de la neurona postsinaptica, completando de esta forma la primera

fase de la plasticidad sinaptica (Kandel, et al., 2004).

Figura 4. Primera etapa de la plasticidad neuronal durante la memoria de fase
intermedia (Adaptado de Korte & Schmitz, 2016). A causa de la unién del glutamato
al receptor mGIuRb5, acoplado a proteinas Gq, se induce un cambio conformacional

que provoca la liberacion de la subunidad a (1), que activa a la fosfolipasa C para
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hidrolizar al fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) (2) dando lugar a diacilglicerol e
inositoltrifosfato (IP3). El IP3 se une a su receptor en el reticulo endoplasmatico

ocasionando la liberacion de calcio intracelular (3).

2.0 OLvVIDO

2.1 DEFINICION DE OLVIDO

El olvido es el proceso adaptativo en el cual la informacion o detalles de la misma
se vuelven menos disponibles a medida que pasa el tiempo (Loftus, 1985),
involucrando una serie de mecanismos activos y pasivos que permiten remover la
informacion en desuso como respuesta a estimulos internos y externos (Davis &
Zhong, 2017).

Cervantes, Chakraborty, MacMullen y Davis (2016) definen al olvido como un
sistema de memoria que regula el almacenamiento de la informacion nueva al
remover o suprimir la expresion de informacion no deseada o en desuso.

De manera general, el olvido es un proceso competitivo que en conjunto con la
memoria gestionan la informacién, de manera que mediante diversos mecanismos
controlan la permanencia o eliminacion de la informacioén para lograr un adecuado

procesamiento de la misma.

2.2 CLASIFICACION DEL OLVIDO

Davis & Zhong (2017) proponen sistemas de olvido con base en los mecanismos
involucrados en olvido activo y pasivo (Figura 5). El olvido pasivo es el término que
involucra procesos de decadencia de la informacion con el paso del tiempo, sin la
intervencion de biomoléculas, mientras que el olvido activo impide la recuperacién
de la informacion, generalmente actuando durante las etapas de la consolidacién o

recuperacion y cuyos mecanismos estan regulados por factores internos y externos.
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Figura 5. Clasificacion del olvido (Modificado de Davis & Zhong, 2017). Durante la
etapa de adquisicion en la memoria se presenta la formacion de engramas, un
conjunto de cambios moleculares y celulares en una red neuronal que codifica para
cierta informacion, la cual se encuentra regulada por factores internos o externos de
los procesos de la memoria y el olvido. Durante el olvido pasivo la recuperacion de
informacion se presenta por tres mecanismos; (1) pérdida de pistas con base al
contexto, (2) interferencia de sefiales o informacion acumulada con el tiempo y (3)
dario en la integridad del engrama. Por ofro lado, el olvido activo involucra
mecanismos como (4) la interferencia de informacion adquirida antes o después del
aprendizaje de una tarea, (5) el olvido motivado, (6) el olvido inducido por recuerdo

y (7) el olvido intrinseco.
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221 TEORIA DEL DECAIMIENTO DE LA INFORMACION

Wixted (2004) describe a la teoria del decaimiento de la informacién como la causa
del olvido asociado al paso del tiempo en el que se presenta el metabolismo natural
de biomoléculas sintetizadas durante la formacién de la memoria. Davis & Zhong
(2017) clasifican al mecanismo de la teoria de decaimiento de la informacién como

un proceso del olvido pasivo.

2.2.2 TEORIA DE INTERFERENCIA DE LA INFORMACION

Davis & Zhong (2017) clasifican a los mecanismos mencionados en la teoria de la
interferencia de la informacién en pasivos y activos, donde la interferencia de
informacion y estimulos similares acumulados durante la recuperacion de la
informacion, es un mecanismo de olvido pasivo, mientras que la interferencia de
informacion no relacionada adquirida antes o después de la realizacion de una tarea
es clasificada como un mecanismo de olvido activo. Wixted (2004) menciona que la
interferencia de informacioén adquirida en un tiempo cercano a la realizacion de una
tarea de aprendizaje favorece el olvido de nueva informacién debido a la saturacion
e ineficiente realizacidn de las tareas por parte del hipocampo, ya que esta region
se ve en la necesidad de adquirir nueva informacién a la vez que se esta

presentando la consolidacion de otra informacion no relacionada.

2.2.3 OLVIDO MOTIVADO

El olvido motivado es el proceso mediante el cual se presenta dificultad para
recordar informacion y memorias de eventos dolorosos, desagradables o que
amenazan la percepcion de uno mismo, actuando como un mecanismo que busca
preservar la integridad psicologica (Ramirez, McDonough & Jin, 2017) mediante la
supresion voluntaria de la informacioén al recordarla cuando esta aun se encuentra

consolidandose, formando asi parte del olvido activo (Davis & Zhong, 2017).
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2.2.4 OLVIDO INDUCIDO POR RECUERDO

El olvido inducido debido al recuerdo de informacion involucra un mecanismo de
olvido activo (Davis & Zhong, 2017), en el que se presenta la pérdida de informacion
como consecuencia de la supresion de informacion que compite por ser evocada,
causando el olvido de la misma y actuando como un mecanismo adaptativo que

limita la distraccion (Wimber et al., 2015).

2.2.5 OLVIDO INTRINSECO

El olvido intrinseco es un término utilizado para describir a los sistemas de
sefalizacion que lentamente degradan biomoléculas asociadas a la formacién de la
memoria mediante la liberacion de dopamina a las células engrama por células del
olvido, o que favorecen cambios en el citoesqueleto de las células neuronales

mediante la activacion de Rac1/Cofilina (Davis & Zhong, 2017).

3 AREAS INVOLUCRADAS EN LA FORMACION DE LA MEMORIA Y EL OLVIDO

3.1 HIPOCAMPO (HPC)

El hipocampo es una estructura encefalica localizada en el I6bulo temporal medial
(Fox & Luis, 2003) relacionada con la memoria declarativa (eventos y experiencias)
(Bird & Burgess, 2008); encargada de recibir, integrar y recuperar informacién
espacial y contextual proveniente de los sentidos y la Corteza Entorrinal (CE) para
crear representaciones contexto-especificas (Korte & Schmitz, 2016).

Asi mismo Loftus (1985) describe que el hipocampo es una region involucrada en
la transferencia de la informacién de la memoria de corto a la de largo plazo.

De manera general, el hipocampo estd conformado por dos areas principales: el

giro dentado (GD) y el cuerno de Ammon (CA), regiones que se caracterizan por la
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presencia de las células granulares y células piramidales respectivamente. La
region del cuerno de Ammon se divide en CA1, CA2 y CA3 (figura 6).

El complejo subicular (subiculum, presubiculum y parasubiculum) es una regiéon que
al igual que el giro dentado y el cuerno de Ammon forma parte del hipocampo, pero
que, debido a sus caracteristicas neuroanatdémicas, son consideradas como areas

neocorticales independientes (Amaral, Scharfman, & Lavenex, 2007).

Figura 6. Anatomia del hipocampo (Modificado de Korte & Schmitz. 2016). La
entrada de informacion al hipocampo se realiza a través de la via perforante desde
la corteza entorhinal (CE) hasta el giro dentado y la region CA3 (verde) o hasta la
region CA1 (rosa) manera unidireccional. La region CA3, ademas de recibir las
proyecciones de la via perforante se conecta de manera unidireccional (GD->CA3)
con el giro dentado a través de las fibras musgosas (morado). Generalmente, la
informacién recibida por CA1 proviene de CA3 mediante la via de Schaffer

(amarillo).
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3.2 CORTEZA PREFRONTAL (CPF)

La corteza prefrontal es una region cerebral formada por diversas areas
neocorticales interconectadas que envia y recibe proyecciones de todos los
sistemas sensoriales corticales, sistemas motores y de estructuras subcorticales
involucradas en la coordinacion de diversos procesos neuronales (Miller & Cohen,
2001). Entre sus funciones se encuentra la toma de decisiones con base en el
contexto al evocar la informacion almacenada en la region y suprimir la informacion
contextualmente irrelevante (Eichenbaum, 2017).

Peters, et al. (2013) mencionan que lesiones en la corteza prefrontal provocan
dificultad en la adquisicion y recuperacion de informacién, debido a que la corteza
prefrontal es una regién donde se almacena la informacion a largo plazo, y donde
posteriormente se realiza la discriminacién flexible de la misma con el objetivo de
emitir un comportamiento adecuado con base al contexto.

Preston & Eichenbaum (2013) mencionan que la corteza prefrontal almacena nueva
informacion en complejas redes neuronales preexistentes en la neocorteza con
atributos en comun denominados esquemas, los cuales permiten el posterior
recuerdo de la misma.

Danos en la CPF provocan impedimentos en la toma de decisiones personales y
sociales, sin afectar las habilidades intelectuales, ademas se le ha relacionado con
la dificultad para la formacion de multiples asociaciones con elementos en comun,
con impedimentos para evocar informacién bajo condiciones distractoras

(Eichenbaum, 2017) e inclusive inmadurez emocional (Contreras, 2008).

3.3 INTERACCION ENTRE EL HIPOCAMPO Y LA CORTEZA PREFFRONTAL

El hipocampo y la corteza prefrontal interactian mediante sincronizacion oscilatoria
para realizar actividades cognitivas y de la memoria (Eichenbaum, 2017). Algunas
vias de comunicacion estudiadas entre ambas regiones cerebrales, se encuentran

resumidas en la tabla 3.
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Miller & Cohen (2001) hacen una analogia donde comparan el HPC y la CPF con
un ferrocarril, donde el HPC se encarga de establecer nuevas rutas, mientras que
la CPF se conduce con flexibilidad entre las rutas establecidas por HPC
dependiendo de la direccion que desea tomar. A partir de la analogia se entiende
que el HPC se encarga de adquirir nuevas experiencias; mientras que la CPF es

responsable de almacenar y tomar decisiones con base en la informacién.

Via Flujo de la . N
] N Proyeccion Funcién
cerebral informacion
Unidireccional . Adquirir informacion del
HPCv Directa
CA1 (vHPC) — CPFm contexto de un suceso
Bidireccional . .
. Sincronizar la
] CA1 << RE Indirecta .
Talamo- o transferencia de
) CPFm < RE Intermediario: . .
Cortical ] informacion durante el
CE +<RE Talamo, (RE) ont "
CPR < RE procesamiento cognitivo.
Bidireccional Indirecta Representar informacion
Cortical | mCPF < CPR « HPC Intermediario: acerca de objetos y
mCPF < CLE « HPC | Areas Corticales comportamientos.

Tabla 3. Proyecciones entre HPC y CPF (Resumido de Eichenbaum, 2017), donde
la corteza perirrinal (CPR) corteza entorrinal (CE) nucleus reuniens (RE) corteza
lateral Entorhinal (CLE) y corteza entorrinal media (CEM).

4 MANIPULACION FARMACOLOGICA DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN LA FORMACION
DE LA MEMORIA

4.1 ANISOMICINA

Los inhibidores de la sintesis de proteinas son agentes ampliamente utilizados en

el estudio farmacoldgico de la memoria (Davis & Squire, 1984) debido a los efectos
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amnésicos que se presentan (Espinosa, 1991) en su administraciéon post
entrenamiento o pre-prueba (Meneses, 2003). La anisomicina o Falgecidina es un
antibidtico producido por Streptomyces griseolus (Rafieenia, 2013) que inhibe la
sintesis de proteinas actuando a nivel del centro catalitico del ribosoma (Figura 7),
donde se lleva a cabo la transpeptidacion. Garreau et al. (2014) indican con base
en sus estudios en Saccharomyces cerevisiae, que la anisomicina induce una
reorganizacion estructural del sitio catalitico provocando su desplazamiento (15 A°).
El desplazamiento tiene como consecuencia la inhibicion de la transpeptidacion del
aminoacil-ARNt y el peptidil-ARNt. El mecanismo propuesto se extrapola a roedores
y seres humanos debido a que los sitios involucrados se encuentran altamente

conservados.

Figura 7. Proceso de traduccion, mecanismo de accion de la Anisomicina
(Modificado de Garreau et al., 2014).

4.2 5,6-DICLORO-1-B-RIBOFURANOSILBENCIMIDAZOL (DRB)

El DRB es un inhibidor selectivo reversible de la sintesis de ARNm y acido
ribonucleico heterogéneo nuclear (ARNhn) en eucariontes (Sehgal et al.,1976) que

actua a nivel de la ARN polimerasa Il y de diversas cinasas (Figura 8) para evitar el
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estado hiperfosforilado del complejo enzimatico necesario para la biosintesis de
ARNmM (Yamaguchi et al., 1999).

Figura 8. Mecanismo de accion del DRB (Modificado de Moorhead et al., 2007 )

La transcripcion es el proceso en el cual se sintetiza ARNm a partir de ADN en tres
etapas; iniciacion, elongacion y terminacion. La iniciacién es la etapa en la cual se
presenta el reconocimiento de region a transcribir y el reclutamiento de factores
basales de la transcripcion (FBT). La elongacion, por otra parte, consiste en la

biosintesis del ARNm descrita en la siguiente reaccién:

(NMP),, + NTP > (NMP),,,, + PP,

Dénde: NMP es nucleésido monofosfato, NTP es nucledsido trifosfato y PPi pirofosfato.

La elongacion en eucariontes es una etapa critica de la transcripcion en la cual la
ARN Pol Il se encuentra en un estado hiperfosforilado en el dominio carboxilo
terminal (DCT) necesario para la transcripcion.

Finalmente, la terminacion es una etapa que presenta el reconocimiento de
secuencias de término y la liberacion del complejo de la transcripcion (Cabrejos,

Eugenia, Tamayo & Maldonado, 2001).
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5 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La demencia es una serie de sindromes caracterizados por déficits en la memoria,
la funcion cognitiva, el comportamiento (Chapman et al., 2006), y es la principal
causa de discapacidad de personas mayores en todo el mundo, ya que se
compromete la capacidad para realizar tareas en la vida diaria. En el 2015, el
numero de peronas con demencia a nivel mundial se estimo6 alrededor de 47.37
millones de personas, y se espera que incremente a 75.63 millones (Prince,
Guerchet & Prina, 2016).

Dentro de las areas de investigacion en el campo de las neurociencias, se hace
enfasis al estudio de los sistemas de la memoria con el objetivo de esclarecer los
mecanismos involucrados, y asi desarrollar nuevos tratamientos para evitar el
deterioro cognitivo resultado de diversas enfermedades (Davis & Zhong, 2017).
Actualmente, como resultado de la investigacion de los sistemas de la memoria se
cuenta con tratamientos que retrasan el progreso del deterioro cognitivo sin ofrecer
una mejoria (Olivera-Pueyo & Pelegrin-Valero 2015), por lo que las alternativas
terapéuticas existentes son insuficientes para el tratamiento eficiente de demencias.
El olvido, generalmente es considerado equivocamente como un proceso opuesto
a la memoria y durante mucho tiempo no se considero como un area de oportunidad
para nuevos tratamientos, sin embargo, actualmente esclarecer los mecanismos de
olvido ofrece una nueva perspectiva para la investigacién de tratamientos para el

deterioro cognitivo.

6 JUSTIFICACION

Actualmente no hay un tratamiento farmacolégico efectivo disponible para el
deterioro cognitivo resultado de diversas enfermedades, por lo que es necesario el
estudio de nuevos procesos que permitan el desarrollo de nuevas alternativas
terapéuticas. El olvido es un proceso poco investigado, por lo se desconocen los

mecanismos y areas involucradas en el mismo, sin embargo, recientemente se esta
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convirtiendo en un area de interés por la alternativa que representa para el
tratamiento de demencias. En el presente trabajo se estudido el papel de la
transcripcion de genes y la sintesis de proteinas en la corteza prefrontal y el
hipocampo en el olvido debido a la participacion de estos procesos y areas
cerebrales durante la formacién de la memoria. Se infiere que dichos mecanismos
contribuyen al olvido, debido a que Daviz & Zhong (2017) han reportado que el
olvido no es lo opuesto a la memoria sino un proceso que regula la permanencia de
la informacion. El estudio planteado busca clarificar las areas y los mecanismos
involucrados durante el olvido para contribuir al esclarecimiento de este proceso

cognitivo.

7 HIPOTESIS

Si la transcripcion de genes y la sintesis de proteinas participan durante el olvido,
entonces la manipulacién farmacolégica con Anisomicina (inhibidor de la traduccion
de proteinas) y con DRB (inhibidor de la transcripcion de genes) durante el olvido
favorecera el decaimiento de la asociacion de estimulos en la tarea de

Automoldeamiento.

8 OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos de la Anisomicina y el DRB en la corteza prefrontal y el

hipocampo (CA3) durante el olvido.

8.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar los efectos de la anisomicina y el DRB en hipocampo (CA3)
durante la consolidacion (48 h) y recuperacion (384 h) de la informacion.
e Determinar los efectos de la anisomicina y el DRB en corteza prefrontal

durante la consolidaciéon (48 h) y recuperacion (384 h) de la informacién.
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9 MATERIALES Y METODO.

9.1 ANIMALES

Se utilizaron ratas Wistar macho, con un peso entre 300-500g (de una edad
aproximada de 5 a 6 meses) a las cuales se les entrend en la tarea de
automoldeamiento. Una semana antes del inicio del experimento se sometid a los
animales a la restriccién de alimento con libre acceso al agua para reducir el 15%
su peso corporal inicial. Aoyama (2000) reporta que la tasa de respuesta por
alimento disminuye proporcionalmente al aumento en la cantidad del mismo, por lo
que la privacion aumenta la respuesta condicionada observada.

Durante el desarrollo del experimento, los animales se mantuvieron con libre acceso
al agua, en un ciclo de luz-oscuridad de 12h, con una temperatura ambiente
alrededor de 23°+2°C, recibiendo 30 minutos diarios de comida.

El protocolo experimental fue revisado y aprobado por el comité de revisidon
institucional (CICUAL, Proyecto No. 0006-12) para el uso de animales en
cumplimiento con las guias de salud de Instituto nacionales para el cuidado y uso
de animales de laboratorio (Publicacion No 85-23, 1985) (CICUAL-CINVESTAV).

9.2 GRUPOS EXPERIMENTALES

Los animales empleados durante el protocolo de formacién de la memoria y el olvido
que cumplieron con todos los criterios de inclusion del peso, edad y el sexo se
separaron en 12 grupos de acuerdo al area cerebral a evaluar (CA3 en el hipocampo
y la corteza prefrontal), el tratamiento (solucion salina, anisomicina y DRB) y al
tiempo de la manipulaciéon farmacoldgica (consolidacion y recuperacion).

En la tabla 4 se muestran, de forma resumida los diferentes grupos experimentales.
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Area cerebral Tratamiento Tiempo de administracion

Consolidacion (48 h)
Recuperacion (384 h)
Consolidacién (48 h)
Recuperacion (384 h)
Consolidacion (48 h)
Recuperacion (384 h)
Consolidacion (48 h)
Recuperacion (384 h)
Consolidacién (48 h)
Recuperacion (384 h)
Consolidacion (48 h)
Recuperacion (384 h)

DRB

Hipocampo (CA3) Anisomicina

Solucién Salina

DRB

Corteza Prefrontal Anisomicina

Solucién Salina

Tabla 4. Grupos experimentales.

9.3 TAREA CONDUCTUAL: AUTOMOLDEAMIENTO

La tarea de automoldeamiento es un aprendizaje asociativo, en el cual se presenta
el reforzamiento de la relacion entre dos eventos, donde el sujeto experimental se
auto ensefia una nueva conducta (Meneses, 1987).

El automoldeamiento involucra dos tipos de condicionamiento: el clasico (asociaciéon
de dos estimulos) y el operante (asociacion respuesta-estimulo) el cual se
caracteriza por la presencia de un reforzador positivo otorgado cuando el animal
presenta la conducta deseada (Figura 9) y que regulariza la emision de la respuesta
condicionada (RC). (Pérez, Liy & Meneses, 2006)
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Figura 9. Rata macho Wistar macho en tarea de automoldeamiento.

9.4 EQUIPO DE AUTOMOLDEAMIENTO

El equipo de automoldeamiento consiste en cajas de condicionamiento operante
(Coulbourn Instruments, Lehigh Valley, PA, USA) de 25 cm de ancho, 29 cm de
largo y 25 cm de alto, las cuales consisten en un cubiculo sonoro-amortiguador de
fibra de vidrio, con paredes de aluminio y acrilico (Figura 10).

Durante el experimento la caja cuenta con iluminacion en la esquina superior
izquierda de la pared frontal, la cual se mantiene encendida durante las sesiones de
prueba. De manera adicional se cuenta con una bocina que proporciona ruido
blanco para enmascarar sonidos externos. Dentro del cubiculo de condicionamiento
hay un comedero (en la pared frontal a 5 cm de la palanca y a 3 cm por encima del
piso) donde se monitorea la actividad del sujeto experimental mediante fotoceldas
sensibles a las inserciones de la cabeza del animal en el comedero.

El equipo es controlado por computadora a través de médulos que permiten el
registro de las inserciones de cabeza al comedero y el numero de ensayos (Téllez,
2012).
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Figura 10. Camara de automoldeamiento.

9.5 ENTRENAMIENTO EN AUTOMOLDEAMIENTO

El entrenamiento en la tarea de automoldeamiento comienza con un periodo de
habituacién (=30 min) durante el cual cada rata se coloca en una caja operante y
tiene acceso a 50 pellets de comida previamente colocados en el comedero, para
que el sujeto localice el sitio donde puede obtener alimento. Se infiere que el animal
ha identificado este sitio cuando se presentan 150 contactos al comedero (medido
por fotocelda). Una vez localizada la fuente de alimento se inicia el programa de
automoldeamiento, el cual consiste en ensayos discretos cada 60 segundos, en
donde se presenta la iluminacion durante 8 s (estimulo condicionado, EC) seguido
de la entrega de un pellet de comida (estimulo incondicionado, El).

Durante los ensayos, si el animal introduce la cabeza al comedero cuando éste esta
iluminado (EC), el ensayo se acorta, la luz se apaga y se entrega un pellet de
comida. Esta respuesta por parte del sujeto experimental se considera una
respuesta condicionada (RC), y el incremento o decremento de la misma es una

medida del aprendizaje asociativo. Durante la primera sesién se realizan 10 ensayos
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discretos (=12min) seguido de sesiones con 20 ensayos discretos a las 1.5, 24 y 48
horas para la evaluacién de la memoria a corto y largo plazo (Meneses et al., 2009).
Ademas de la respuesta condicionada, el equipo de automoldeamiento proporciona
otro parametro conductual durante cada sesion de prueba, el numero total de
contactos al comedero (CC) que proporciona informacién acerca de la actividad

exploratoria y la motivacion por el alimento que tiene el animal.

9.6 PROTOCOLO DE FORMACION DE LA MEMORIA Y EL OLVIDO

El protocolo de formacién de memoria y el olvido es un estudio experimental,
comparativo, longitudinal y prospectivo, que consiste en la evaluacion del proceso
de olvido cuando se inhibe la sintesis de proteinas o de ARNm.

Para la evaluacion del olvido se sometié a los animales a un protocolo de formacion
de la memoria, con el objetivo de lograr el aprendizaje asociativo por parte de los
sujetos experimentales y posteriormente someter a los individuos a un protocolo de
olvido y evaluar los efectos de la manipulacion farmacoldgica en el olvido.

Se manejaron dos diferentes calendarios que indicaban las actividades a realizar
durante el protocolo dependiendo del tiempo de administracidon, los animales
tratados durante la consolidacion siguieron las actividades indicadas en la tabla 5 y

aquellos tratados durante la recuperacion en la tabla 6.

Semana Semana Semana
3 4 5

Semana Semana

Actividades 1 2

Protocolo de memoria

Cirugia estereotactica

Protocolo de memoria

Manipulacion farmacoldgica

Protocolo de olvido

Tabla 5. Cronograma de actividades de los grupos tratados durante la consolidacion

de la informacién en CPF e HPC.
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. Semana Semana | Semana Semana Semana
Actividades 2

1 3 4 5

Protocolo de memoria

Protocolo de memoria

Cirugia estereotactica

Manipulacion farmacologica

Protocolo de olvido

Tabla 6. Cronograma de actividades de los grupos de tratados durante la

recuperacion de la informaciéon en CPF e HPC.

A los grupos tratados durante la consolidacion (tabla 5) se operaron entre los dos
protocolos de formacién de la memoria, mientras que los grupos tratados durante la
recuperacion (tabla 6) se operaron al concluir ambos protocolos de memoria. Una
vez terminado en segundo protocolo de memeoria, se respetaron dos semanas en

las cuales no se llevo a cabo la tarea de automoldeamiento para favorecer el olvido.

9.7 PROTOCOLO DE FORMACION DE LA MEMORIA

El protocolo de formacién de memoria en la tarea de automoldeamiento consistio
en una sesion de entrenamiento de 10 ensayos discretos y tres sesiones de 20
ensayos discretos a las 1.5 horas (MCP) y a las 24 y 48 horas (MLP). El protocolo

de formacion de la memoria se esquematiza en la figura 11.

Figura 11. Protocolo de memoria.
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Una vez concluidos los dos protocolos de formacion de memoria en cada grupo
experimental, se selecciond a los animales que mostraron un aprendizaje asociativo
para someterlos al protocolo de olvido. Se consideré que los animales mostraron un
aprendizaje asociativo cuando presentaron al menos una respuesta condicionada a
las 48 h del segundo protocolo de memoria, aquellos animales que no presentaron
como minimo una respuesta condicionada fueron eliminados del protocolo

experimental.

9.8 PROTOCOLO DE OLVIDO

Al finalizar el segundo protocolo de formaciéon de la memoria, se dio inicio al
protocolo de olvido, el cual consistidé en una sesion de 20 ensayos discretos en la
tarea de automoldeamiento a las dos semanas (384 h) de concluido el segundo
protocolo de memoria (Figura 12).

Al término de la ultima sesion de prueba, después del protocolo de olvido, los
animales se sacrificaron por decapitacion para la posterior extraccién de cerebros,
los cuales se almacenaron a -72°C. La extraccidon de cerebros permitié corrobar que
la administracion se realizd en la region cerebral correcta.

Se evaluo el porcentaje de olvido comparando las respuestas condicionadas en la
sesidbn a las 48 h del segundo protocolo de memoria con las respuestas
condicionadas a las 384 h. Las RC a las 48 h se consider6 el 100% de aprendizaje

para cada sujeto experimental.

Figura 12. Protocolo de olvido.
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9.9 CIRUGIA

Con la finalidad de determinar el papel de la transcripcién de genes y la sintesis de
proteinas en el proceso de olvido se administr6 de manera intracerebral los
farmacos de interés (Anisomicina, DRB o solucién salina), mediante la infusion
bilateral a través de canulas guia en la regién CA3 en el hipocampo o en la corteza
prefrontal.

Para dirigir la administracion en el cerebro los sujetos experimentales fueron
sometidos a una cirugia, donde inicialmente se administré una mezcla de Ketamina
(Pisa, concentracion de 100mg/mL) y Xilacina (Pisa, 20mg/mL) via intraperitoneal
en una dosis de 70 mg/kg y 7 mg/kg respectivamente, siguiendo el método de
Hudson et. al, (2007) para anestesiar y sedar animales de laboratorio sugeridas en
el Cadigo Etico para personal Académico de Instituto de investigaciones Biomédicas
de la UNAM.

Una vez anestesiados los animales se llevd a cabo la cirugia estereotactica
siguiendo las coordenadas del Atlas del Cerebro de Rata de Paxinos & Watson
(2007), el cual permite mediante un sistema de coordenadas una administracion
dirigida. El sistema de referencia de las coordenadas se basa en dos planos
coronales y dos planos horizontales a nivel de bregma vy la linea interaural (Figura
13).

Figura 13. Vista lateral y dorsal del craneo de una rata Wistar de 290 g. (Modificado
de Paxinos & Watson,2007). En la figura se muestran las posiciones de bregma,

lambda y el plano interaural en la vista lateral.
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Las coordenadas empleadas para la administracion se determinaron mediante las
mediciones en los esquemas cerebrales a escala del Atlas del Cerebro de Rata de

Paxinos & Watson (2007). Las coordenadas empleadas se expresan en la tabla 7.

Coordenadas (mm)
Sistema de referencia

HPC CPF
Antero-posterior de bregma (AP) -3.36 2.04
Medio lateral de la linea media (ML) 24 2.4
Dorso-ventral de la superficie del craneo (DV) 3.6 2.0

Tabla 7. Coordenadas de CA3 y CPF del Atlas del Cerebro de Rata de Paxinos &
Watson (2007).

En las figuras 14 y 15 se muestran las coordenadas utilizadas para la administracion

en el HPC y la CPF.

Figura 14. Esquema cerebral de rata Wistar de 290 g a 2.04 mm de Bregma.

(Modificado de Paxinos & Watson, 2007).
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Figura 15. Esquema cerebral de rata Wistar de 290 g a -3.36 mm de Bregma.
(Modificado de Paxinos & Watson,2007).

Entre la intervencion quirurgica y las posteriores etapas de evaluacion se respeté
una semana para la recuperacién a las ratas. Durante la extraccion de cerebros se
corroboré la adecuada administracion en las regiones cerebrales mediante cortes

cerebrales con un criostato (Leica) a una temperatura de -21 a -18°C.

9.10 FARMACOS Y DOSIS

La Anisomicina (97% pureza, Sigma Aldrich) y el DRB (donacion del CINVESTAV)
se disolvieron en DMSO (99.9% pureza, Sigma Aldrich) para obtener soluciones de
concentracion de 125 pg/mL y 80 pg/mL respectivamente (fabla 8). La
administracion de los farmacos se realizé mediante una microinyeccion a través de
la canula guia, con una jeringa Hamilton de 50 uL, inyectando un volumen de 2.0
ML a una tasa de inyeccion de 20 yL/min. A las ratas pertenecientes al grupo control

se les administré solucion salina isotdnica al 0.9%.
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La concentracion y diferentes tratamientos empleados se expresa en la tabla 8.

Tratamiento ‘ Concentracion
_ o 125 pg/mL
Anisomicina
(Reportado por Qi, Z., & Gold, P. E, 2009).
DRB 80 ug/mL (Meneses, 2007).
Solucién Salina 0.9%

Tabla 8. Concentracion de tratamientos farmacologicos.

9.11 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de las curvas temporales de la memoria y el olvido el % de RC se
expres6 como la media + error estandar de la media (EEM). Los valores se
analizaron con la prueba de Analisis de variancia (ANADEVA) de dos vias de
medidas repetidas, seguida de la prueba post-hoc de Tukey; comparando el tiempo
de memoria contra los tratamientos farmacoldgicos para todos los parametros
conductuales. En todas las comparaciones estadisticas se utilizé un valor de p<0.05
como criterio de significancia.

Para el analisis estadistico entre los grupos de animales que presentaron el
fendmeno de olvido y aquellos que recordaron la informacién se realizé una prueba
de T de Student con un p de significancia de 0.05.

Finalmente, se evalud el porcentaje de olvido en las diferentes regiones cerebrales
mediante una prueba de T de Student con un p de significancia de 0.05 en donde
el porcentaje de olvido se obtuvo comparando las respuestas condicionadas en la
sesidbn a las 48 h del segundo protocolo de memoria con las respuestas

condicionadas a las 384 h.
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10 RESULTADOS Y DISCUSION

10.1 REGIONES CEREBRALES ADMINISTRADAS

Para obtener un efecto mas localizado, se administr6 de manera intracerebral los
farmacos de interés (Anisomicina, DRB o solucion salina) y asi, posteriormente,
evaluar los mecanismos de estudio, en las regiones cerebrales de interés durante
el olvido. En la figura 16, se muestran los cortes cerebrales en donde se corroboro
que efectivamente se administré en las regiones de interés del protocolo

experimental.

Figura 16. Cortes cerebrales y esquemas cerebrales de rata Wistar de 290 gen A)
la corteza prefrontal a 2.04 mm de bregma y B) en el Hipocampo (CA3) a -3.36 mm
de bregma. (Modificado de Paxinos & Watson,2007).

47

——
| —



10.2 FORMACION DE LA MEMORIA

Meneses (2003) describe al automoldeamiento como una tarea que busca la
asociacion de un estimulo condicionado (EC) y uno incondicionado (El) por parte
del sujeto experimental, a través del emparejamiento secuencial Pavloviano
(estimulo-estimulo), en este caso de los pellets de alimento (El) y la iluminacién en
la caja de condicionamiento (EC). Como consecuencia de varias presentaciones de
estimulos emparejados, posteriormente, el sujeto muestra respuestas
instrumentales (respuestas condicionadas, RC) como la insercion de la nariz al
comedero, las cuales representan una forma de cuantificar el aprendizaje asociativo
de los sujetos experimentales y son el resultado de la asociacién estimulo-estimulo
(Meneses, 2003).

#
60 +++
* % %
+++
* K *
40
(8]
14
R
20
0
0 12 24 36 48
Tiempo (h)

Grafico 1. Curso temporal de la formacion de memoria. Media £+ EEM del porcentaje
de Respuestas Condicionadas (%RC). Prueba de ANADEVA de una via de medidas
repetidas, post hoc de Tukey; *** p<0.001 de MLP con respecto al entrenamiento
(tiempo 0), +++ p<0.001 de MLP con respecto a la MCP, # p<0.001 de MLP (48 h)
con respecto a la MLP (24 h).

El grafico 1 muestra el porcentaje de respuestas condicionadas en funcion del

tiempo durante el protocolo de formacion de la memoria, donde la linea azul indica
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el progreso gradual de los animales en la asociacion de estimulos conforme
aumenta el numero de ensayos. De manera general, se observa que conforme se
avanzo en el protocolo de memoria en las diferentes sesiones (0, 1.5, 24 y 48 h), se
presentd un aumento en las respuestas condicionadas, evidenciando que la
memoria es un proceso dependiente del tiempo, como describe McGaugh (1996),
en el cual se presenta un progreso gradual conforme a la practica.

La curva de formacién de memoria muestra un comportamiento clasico que
concuerda con lo publicado por Bronfman, Ginsburg & Jablonka en el 2014, Scholl
etal. en 2015y Qin, et al., 2012, quienes al igual que en el presente, reportan que
la curva de formacion de la memoria relaciona los cambios en el aprendizaje de una
tarea con el tiempo, la practica y la experiencia en una relaciéon hiperbdlica.

A pesar de la representacion grafica que se le puede dar a los datos obtenidos, se
desconoce la capacidad de llevar a cabo un analisis matematico mas profundo y
encontrar una expresiéon matematica que describa la curva de aprendizaje, debido
a que existen diversos modelos de animales que permiten cuantificar de manera
indirecta el aprendizaje, como lo son las respuestas condicionadas (Pérez et al.,
2006), la dilatacion de pupila (Qin, et al., 2012), entre otros.

El andlisis estadistico indica que existe diferencia significativa mayor a la esperada
debido al azar con una p<0.001 en el porcentaje de respuestas condicionadas con
respecto al tiempo. Dado que no se realizé ninguna intervenciéon farmacolégica
durante la formacion de la memoria, el aumento significativo del porcentaje de
respuestas condicionadas se atribuye al reforzamiento en la asociacién de
estimulos en cada sesion y al progreso natural del proceso de formacion de la
memoria.

En la curva, la transicion del entrenamiento (tiempo 0) a la memoria a corto plazo
(1.5 h) representan los unicos puntos que no mostraron una diferencia significativa
en el porcentaje de respuestas condicionadas; al contrario de la transicion a la
memoria a largo plazo, donde se observan cambios significativos en el porcentaje
de RC entre el entrenamiento (tiempo 0) y la memoria a largo plazo (24 y 48 h), la
memoria a corto plazo (1.5 h) y la memoria a largo plazo (24 y 48 h) y entre las 24
y 48 h.
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Se infiere que en la transicion del entrenamiento (tiempo 0) a la memoria a corto
plazo (1.5 h), no se presenté un cambio estadistico significativo en las respuestas
condicionadas debido a que, el sujeto que coloca a los animales en la camara de
automoldeamiento, al igual que los animales, requiere de un entrenamiento en la
realizacion del protocolo para que los animales progresen mas rapido en la tarea de
automoldeamiento. Debido a la poca experiencia del experimentador, el aumento
en el % de RC del tiempo 0 a las 1.5 h es minimo.

Cavallaro et al. (2002) mencionan que la formacion de la memoria a corto plazo
involucra modificaciones postraduccionales, las cuales presentan un menor tiempo
de permanencia en la memoria y una menor eficiencia en el proceso de aprendizaje;
mientras que en la memoria a largo plazo involucra los procesos de la transcripcion
de genes y la sintesis de proteinas, los cuales almacenan permanentemente la
informacion y mejoran significativamente el proceso de aprendizaje.

Por lo cual se deduce que los cambios significativos en el porcentaje de RC en la
transicion del entrenamiento a la MLP y de la MCP a la MLP se atribuye a que la
memoria largo plazo involucra procesos moleculares mas permanentes y eficientes
para almacenar la informacion en comparacion de la memoria a corto plazo.

El aumento significativo en el porcentaje de RC entre el entrenamiento y la sesion
a las 48 h demuestra que los animales lograron un aprendizaje asociativo, ademas

de que mejoraron en la realizacion de la tarea en cada sesion.

10.3 OLVIDO

Una vez que los animales aprendieron la asociacion de estimulos en la tarea de
automoldeamiento, se sometieron al protocolo de olvido, el cual consistié en una
prueba de 20 ensayos discretos dos semanas después de concluido el protocolo de
formacion de memoria (384 h). Durante las dos semanas se favorecio el olvido
debido al transcurso del tiempo.

Como ya se menciond anteriormente, los sujetos experimentales que después del
segundo protocolo de memoria no demostraron al menos un 5% de RC se

excluyeron del protocol6é de olvido, ya que no es posible evaluar el olvido de una
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tarea en la cual los sujetos experimentales nunca lograron la asociacion de

estimulos.

Existen multiples factores que pueden influenciar la formacion de la memoria y el
olvido, de manera que del grupo de animales evaluados en protocolo de formacién
de la memoria y el olvido se presentaron dos grupos de animales, aquellos que
después de dos semanas olvidaron la asociacion de estimulos y aquellos que
recordaron e inclusive mejoraron en la tarea de automoldeamiento
independientemente del sometimiento al protocolo de memoria. Para el analisis de
la ausencia del olvido en ciertos individuos se realizd el siguiente grafico, que
representa el promedio del porcentaje de RC a las 48 h del segundo protocolo de

memoria de los animales que olvidaron y de los que recordaron.

80

+

RC

%

Ratas que olvidaron Ratas que no olvidaron

Gréfico 2. Presencia o ausencia de olvido en ratas. Media + EEM del % RC. Prueba
de T de Student, ++ p<0.002.

El analisis estadistico de los datos representados en el gréfico 2, indica que existe
una diferencia significativa (p<0.002) entre las RC a las 48 h entre los grupos de
animales que olvidaron y aquellos que recordaron la asociacién de estimulos, de
manera que el porcentaje de respuestas condicionadas a las 48 h de los sujetos
que olvidaron es significativamente mayor al de los sujetos que recordaron la

informacion e inclusive mejoraron en la realizacion de la tarea.
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La ausencia del proceso de olvido presentado en ciertos animales a pesar de que
todos los sujetos se sometieron al mismo protocolo de olvido se atribuye al
predominio de los mecanismos de consolidacion de la informacion sobre los
mecanismos de olvido, favoreciendo la permanencia de la informacion (Davis y
Zhong, 2017).

A partir de los datos representados en el grafico 2 se deduce el posible mecanismo
de olvido presentado en los sujetos experimentales de acuerdo a lo mencionado por
Davis & Zhong (2017), donde la incapacidad de un individuo para recordar
informacion que permanece almacenada y el desgaste de las biomoléculas en las
cuales se encuentra codificada la informacion son los dos principales mecanismos
por las cuales se presenta el fendmeno del olvido.

Ya que las respuestas condicionadas representan una forma de cuantificar el
aprendizaje asociativo de los sujetos experimentales (Meneses, 2003), se establece
que los animales que olvidaron fueron aquellos que mostraron un mayor grado de
aprendizaje.

Tonegawa, et al. (2015) mencionan experimentos que reflejan al aprendizaje como
un proceso dependiente de cambios fisicos y quimicos en las células del engrama,
en los cuales se presenta una mayor expresion de biomoléculas resultado de la
plasticidad neuronal, asi como una mayor estabilidad de los cambios provocados,
como consecuencia de un incremento en el nivel de aprendizaje.

Con base a lo reportado por dichos autores se infiere que los animales que
mostraron un mayor grado de aprendizaje (presentaron mayor % de RC), formaron
engramas mas estables en comparacién con aquellos cuyo porcentaje fue menor.
Dado que los animales que olvidaron en mayor medida mostraron un mayor grado
de aprendizaje y la formacién de engramas mas estables, se infiere que el
mecanismo de olvido asociado no se relaciona con el metabolismo de las
biomoléculas presentes en el engrama, sino con la incapacidad de los sujetos
experimentales de recordar la informacion que permanece intacta en los engramas,
ya que si el olvido fuera consecuencia del metabolismo de las biomoléculas de

engrama, los animales que olvidaron en mayor medida corresponderian con
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aquellos animales con un menor grado de aprendizaje y por lo tanto la formacion de
engramas menos estables.

Por lo tanto, se deduce que el proceso de olvido presentado por los sujetos
experimentales, involucra mecanismos de olvido pasivo dependientes del paso del
tiempo, donde la informacién permanece almacenada pero no puede ser evocada.
Davis y Zhong (2017) mencionan que el olvido, como consecuencia de la
incapacidad para recordar informacion almacenada, depende de diversos factores
como el contexto, estado animico, estado de energia, la realizacion de otras

actividades, la presencia de pistas, entre otros factores.

10.4 OLVIDO EN LA CORTEZA PREFRONTAL

10.4.1 OLVIDO EN LA CORTEZA PREFRONTAL DURANTE LA RECUPERACION

DE LA INFORMACION

En el grafico 3 se observa un aumento progresivo en el porcentaje de RC conforme
aumenta el numero de ensayos, siendo significativo el aumento en el porcentaje de
RC alas 48 h con respecto al el entrenamiento (tiempo 0) y la MCP (1.5 h) (p<0.001),
entre la MCP (24 h) y el entrenamiento y finalmente entre la memoria a las 384 h en
comparacion con el entrenamiento y la MCP (1.5 h). Los aumentos significativos
representados en el grafico 3 desde el entrenamiento hasta las 48 h se atribuyen al
progreso natural de la formacion de la memoria y a la mejora en la realizacién de la
tarea por parte de los sujetos experimentales debido a que la manipulacion
farmacolodgica se presenté 90 minutos antes de la sesién a las 384 h.

La diferencia presentada entre la memoria a las 384 h en comparacién con el
entrenamiento y la MCP (1.5 h) indica que a pesar de las dos semanas en las cuales
se indujo el olvido, el porcentaje de respuestas condicionadas sigue siendo
significativamente mayor que el porcentaje emitido al inicio del protocolo de

memoria.
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Grafico 3. Curso temporal de la formacion de la memoria y el olvido en
automoldeamiento y su manipulacion farmacologica a las 384 h (recuperacion) en
la corteza prefrontal. Media + EEM del porcentaje de respuestas condicionadas.
Prueba con ANADEVA de dos vias de medidas repetidas. Prueba post hoc Tukey.
***n<0.001 de la MLP (48h) con respecto al entrenamiento, +++ p<0.001 de la MLP
(48 h) con respecto a la MCP (1.5 h), # p<0.05 de la MLP (24 h) con respecto al
entrenamiento, *p<0.05 de la memoria a las 384 h en comparacion con el
entrenamiento, + p<0.05 de la memoria las 384 h con respecto a la MCP (1.5 h), **

p<0.05 del grupo tratado con DRB (384 h) con respecto al control (384 h).

De manera general, el analisis estadistico de los datos representados en el grafico
3 indica que no hay una diferencia estadistica significativa a las 384 h en el tiempo,
pero si con respecto al tratamiento, de manera que el grupo tratado con DRB
presenté un aumento significativo en el porcentaje de respuestas condicionadas en
comparacion con el control. Esto sugiere que el tratamiento inhibi6é el proceso de
olvido en CPF a las 384 h, por lo que se infiere que la transcripcion de genes es un
proceso involucrado en el olvido en CPF durante la recuperacion de informacion.

Por su parte, en el mismo grafico, también se observa que el grupo control y el grupo
administrado con anisomicina presentaron el proceso de olvido natural, lo cual se

manifiesta como una tendencia a disminuir en el porcentaje de RC a las 384 h.
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Dado que, en la corteza prefrontal, durante la etapa de recuperacién, el olvido
involucra la transcripcion de genes, pero no la sintesis de proteinas, se infiere que
el olvido depende de la transcripcion de ARN no codificante durante la recuperacion
de informacién.

Kandel et al. (2014) reportaron que la recuperacién de la informacion es un proceso
dependiente de la interaccion de la corteza prefrontal y el l6bulo medio temporal, ya
que segun lo reportado por Preston & Eichenbaum (2013), durante la recuperacion
de la informacion, la corteza prefrontal, es la region encargada del almacenamiento
y la recuperacion de informacion, ademas del olvido de informacion distractora que
compite por ser evocada (Wimber et al., 2015); mientras que el hipocampo es la
region encargada de solicitar la informacion a recordar mediante la formacion de
una representacion interna adecuada al contexto (Kesner, 2013).

La informacion antes mencionada, concuerda con los resultados experimentales
sugiriendo que la corteza prefrontal es la region candidata que da inicio a los
procesos involucrados en el olvido durante la etapa de recuperacion, como lo es la

sintesis de ARN no codificantes.

10.4.2 OLVIDO EN LA CORTEZA PREFRONTAL DURANTE LA CONSOLIDACION

DE LA INFORMACION

En el grafico 4, correspondiente al curso temporal de los animales tratados en
corteza prefrontal durante la consolidacion, se observa un aumento progresivo en
el porcentaje de RC conforme aumenta el numero de ensayos, siendo significativo
en el porcentaje de RC entre la MLP (24 y 48 h) y el entrenamiento (tiempo 0), entre
la MLP (48 h) y la MCP a las 1.5 h y entre la memoria a las 384 h y en entrenamiento.
Debido a que a las 48 h no se habia presentado la manipulacién farmacoldgica, las
diferencias significativas del porcentaje de RC presentadas en tiempos anteriores a
las 48 h se atribuyen al progreso natural de la formacién de la memoria y a la mejoria
de los sujetos experimentales en la realizacion de la tarea.

En el grafico 4 se presenta una tendencia a disminuir en el porcentaje de RC entre

las 48 y 384 h en los tres grupos tratados independientemente del tratamiento, por
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lo que se deduce que se presentd un progreso natural del olvido a pesar de la
intervencidn farmacoldégica.

Con base en los resultados, se puede afirmar que, durante la consolidacion en la
corteza prefrontal la transcripcion de genes y la sintesis de proteinas no son

mecanismos moleculares involucrados en el olvido.
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Grafico 4. Curso temporal de la formacion de la memoria y el olvido en
automoldeamiento y su manipulacion farmacoldgica a las 48 h (consolidacion) en la
corteza prefrontal. Media + EEM del porcentaje de respuestas condicionadas.
Prueba con ANADEVA de dos vias de medidas repetidas. Prueba post hoc Tukey.
***p<0.001 de la MLP (48 h) con respecto al entrenamiento, +++ p<0.05 de la MLP
(48 h) con respecto a la MCP (1.5 h), ** p<0.001de la MLP (24 h) con respecto al

entrenamiento, *p<0.05 de la memoria a las 384 h con respecto al entrenamiento.

Con la finalidad de evaluar el olvido en CPF, se seleccionaron los sujetos que
presentaron el fenomeno de estudio y se compard el porcentaje de olvido
presentado en los diferentes tratamientos y tiempos de administracion, lo cual se

encuentra representado en el grafico 5.
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Grafico 5. Porcentaje de olvido en la corteza prefrontal durante etapas de
consolidacion (48 h) y recuperacion (384) bajo los diferentes tratamientos. Media
EEM del porcentaje de olvido. Prueba con ANADEVA de una via.

De acuerdo al analisis estadistico, no se presentaron diferencias significativas entre
los porcentajes de olvido de los grupos independientemente del tiempo de
administracion (posterior a la sesion a las 48 o antes de la sesion a las 384 h) y el
tratamiento farmacolédgico. Con respecto a los grupos controles manejados se
observo un porcentaje de olvido similar a pesar de que se trataron en diferentes
etapas en el protocolo, lo cual indica un adecuado desarrollo del protocolo
experimental, ya que técnicamente no deberia existir una diferencia en dichos
grupos.

Por su parte, los dos grupos administrados con DRB, presentaron un porcentaje de
olvido similar entre si, muy parecido a los grupos controles, a pesar de los diferentes
tiempos de administracion y el tratamiento, lo cual sugiere que el porcentaje de
olvido presentado no depende del tiempo ni del tratamiento farmacoldgico.
Finalmente, el porcentaje de olvido del grupo tratado con anisomicina a las 384 h
tiende a aumentar en comparacion del grupo tratado a las 48 h y a los grupos
controles, sin ser estadisticamente significativo, por lo que se puede afirmar que el

porcentaje de olvido no depende del tiempo de administracion ni del tratamiento.
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Comparando los porcentajes de olvido en los tres tratamientos, a los dos tiempos
en los cuales se realizo la intervencion farmacologica, se puede afirmar que no hay
diferencia significativa en el porcentaje de olvido a pesar de los diferentes

tratamientos y tiempos de manipulacion.

10.5 OLVIDO EN EL HIPOCAMPO (CA3)

10.5.1 OLVIDO EN EL HIPOCAMPO DURANTE LA RECUPERACION DE LA

INFORMACION
80 Manipulacion farmacolégica
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Grafico 6. Curso temporal de la formacion de la memoria y el olvido en
automoldeamiento y su manipulacién farmacologica a las 384 h (recuperacion) en
CA3. Media £+ EEM del porcentaje de respuestas condicionadas. Prueba con
ANADEVA de dos vias de medidas repetidas.

En el grafico 6, correspondiente al curso temporal de los animales tratados en el
hipocampo a las 384 h, se observa que los diferentes grupos experimentales
(control, anisomicina y DRB) mostraron una tendencia a aumentar en el porcentaje
de RC conforme se presentaron un mayor numero de ensayos desde el tiempo cero,
hasta las 48 h. Dado que la intervencion farmacolégica se realizé 90 minutos antes

de la sesién a las 384 h, se asume que los aumentos y descensos presentados en
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el porcentaje de RC antes de la sesion a las 48 h se deben al progreso natural de
la formacion de memoria.

Posterior a las 48 h, tanto en el grupo control, como en el grupo tratado con
anisomicina se observo una tendencia a disminuir en el porcentaje de respuestas
condicionadas, lo cual se atribuye al transcurso del tiempo y al progreso natural del
proceso de olvido.

En el caso del grupo tratado con DRB, se observé que el porcentaje de RC tendia
a aumentar entre las 48 y las 348 h, sin embargo, no es posible afirmar que dicho
aumento se atribuya al tratamiento, por lo que se sugiere aumentar el numero de
sujetos experimentales en trabajos posteriores para verificar si dicho aumento se
atribuye o no al tratamiento.

Considerando el progreso de los animales en el protocolo de formacion de la
memoria y el olvido, se afirma que en el grupo control y el grupo tratado con
anisomicina presentaron el fendmeno de olvido independientemente del
tratamiento, por lo que la sintesis de proteinas no es un proceso molecular
involucrado en el olvido en el hipocampo durante la recuperacion de la informacion.
Por otra parte, para llegar a una conclusion de la participacion de la transcripcion de
genes en el olvido en el hipocampo en la etapa de recuperacion, se requiere de un

mayor numero de sujetos experimentales el grupo tratado con DRB.

10.5.2 OLVIDO EN EL HIPOCAMPO DURANTE LA CONSOLIDACION DE LA

INFORMACION

En el gréfico 7, se observa que el porcentaje de RC de los diferentes grupos (control,
anisomicina y DRB) incrementa gradualmente conforme hay un mayor numero de
ensayos hasta la MLP a las 48 h, siendo significativo el aumento en las respuestas
condicionadas a las 48 h con respecto al entrenamiento (tiempo 0) y la MCP (1.5 h).
Debido a que no se realizd ninguna manipulacion farmacoldgica durante la
formacién de la memoria hasta las 48 h, se infiere que los cambios significativos

observados en el porcentaje de RC corresponden a la progresion natural de la
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memoria y a la mejora en la tarea de automoldeamiento por parte de los sujetos

experimentales.
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Grafico 7. Curso temporal de la formacion de la memoria y el olvido en
automoldeamiento y su manipulacion farmacolégica a las 48 h (consolidacion) en
CA3. Media + EEM del porcentaje de respuestas condicionadas. Prueba con
ANADEVA de dos vias de medidas repetidas. Prueba post hoc Tukey.

***p<0.001 de la MLP (48 h) con respecto al entrenamiento (tiempo 0), +++ p<0.001
de la MLP (48 h) con respecto a la MCP (1.5 h), * p<0.05 de la memoria a las 384 h

con respecto al entrenamiento (tiempo 0).

Después de las 48 h, se observa que el grupo control y el tratado con DRB después
de dos semanas de interrupcidn en la presentaciéon de estimulos, a las 384 h,
presentaron una tendencia a disminuir en porcentaje de respuestas condicionadas
atribuida al transcurso del tiempo, de manera que se present6 el fendmeno de olvido
independientemente del tratamiento.

Por el contrario, en el grupo tratado con anisomicina, se observa que el porcentaje
de RC a las 384 h tiende a aumentar de manera minima con respecto a las 48 h,

sin embargo, no es posible afirmar que dicho aumento se atribuya al tratamiento,
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por lo que se sugiere aumentar el numero de individuos en trabajos posteriores para

verificar si dicho aumento se atribuye o no al tratamiento.

De manera general, para los grupos tratados en el hipocampo (CA3) a las 48 h, se
infiere que el olvido no es un proceso dependiente de la transcripcién de genes,
dado que el grupo tratado con DRB presentd el fenomeno del olvido
independientemente del tratamiento. Por otro lado, aun no es posible afirmar la
participacion de la sintesis de proteinas en el olvido, en el hipocampo durante la
consolidacion, debido a que se requiere de un mayor numero de sujetos

experimentales.
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Grafico 8. Olvido en el hipocampo durante etapas de consolidacion (48 h) y
recuperacion (384). Media £+ EEM del porcentaje de olvido. Prueba con ANADEVA
de una via. Prueba Post hoc Tukey, *p<0.05 Del grupo tratado con anisomicina a

las 48 h con respecto al grupo tratado a las 384 h.

Con la finalidad de evaluar el olvido en el hipocampo, se seleccionaron los sujetos
que presentaron el fendmeno de estudio y se compard el porcentaje de olvido
presentado en los diferentes tratamientos y tiempos de administracion, lo cual se
encuentra representado en el grafico 8.

De acuerdo a los resultados representados en el grafico 8, como era de esperarse

el porcentaje de olvido entre los grupos controles fue similar, lo cual indica el
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adecuado desarrollo del protocolo experimental. Este mismo comportamiento
también se puede apreciar en los grupos tratados con DRB, donde el porcentaje de
olvido no varia independientemente del tiempo de administracion. Ademas, es
importante mencionar, que el porcentaje de olvido de los grupos tratados con DRB
es similar con el de los grupos controles, sugiriendo que el porcentaje de olvido en
el hipocampo no depende de la transcripcion de genes durante la consolidaciéon ni
la recuperacion de la informacién.

Con respecto a los grupos tratados con anisomicina, se observa que el porcentaje
de olvido presentado es significativamente mayor en el grupo tratado durante la
etapa de consolidacion (48 h) en comparacion del grupo tratado con anisomicina a
las 348 h, por lo que se afirma que, en el hipocampo, durante la etapa de

consolidacion, se favorece el olvido al inhibir la sintesis de proteinas.

11 INTERACCION ENTRE EL HIPOCAMPO Y LA CORTEZA PREFRONTAL

El olvido, engloba diferentes sistemas que involucran numerosos mecanismos que
se presentan en ciertas regiones cerebrales en un tiempo especifico (Davis &
Zhong, 2017), por lo que, al igual que la memoria, puede ser considerado como un
proceso no unitario, para cuyo estudio es necesario determinar la regién, el tiempo
y los mecanismos que conlleva el olvido de cierta informacion.

Décadas de investigacion han revelado que el hipocampo y la corteza prefrontal son
dos regiones cerebrales escenciales en la memoria, donde el hipocampo es la
regién encargada de adquirir e integrar nueva informacion (Korte & Schmitz, 2016),
mientras que la corteza prefrontal es responsable del almacenamiento vy
recuperacion de la informacion apropiada de acuerdo al contexto proporcionado por
el hipocampo (Peters et al., 2013).

Ambas regiones, aunque se encuentran anatdmicamente separadas, interactuan
trabajando coordinadamente para lograr asi regular el procesamiento de la
informacion y la realizacion de diversas tareas cognitivas (Jin & Maren, 2015),

ademas de que presentan la capacidad de realizar funciones independientes al
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mismo tiempo que pueden interactuar para de asegurar el adecuado procesamiento
de informacién.

Tanto en la memoria como el olvido se presentan etapas transitorias de sintesis de
ARNmM y de proteinas en distintas regiones cerebrales. Hernandez & Abel (2008),
mencionaron que la consolidacion, durante la formacion de la memoria, involucra
una serie de procesos en el l6bulo medio temporal, principalmente en el hipocampo,
que culminan en la transcripcion de genes y la sintesis de nuevas proteinas. En el
presente trabajo se observo que, en el hipocampo, durante la consolidacion, la
inhibicion de la sintesis de proteinas favorecia el olvido, mientras que la inhibicion
de la sintesis de ARN no.

Integrando la informacién reportada y los resultados experimentales se afirma que,
tanto en la memoria, como en el olvido, durante la consolidacion de la informacion,
la sintesis de proteinas juega un papel importante en la persistencia o no de la
misma.

Por otra parte, los resultados también indicaron que, en la corteza prefrontal,
durante la consolidacion, los mecanismos de olvido no requieren de la sintesis de
proteinas ni de la transcripcion de genes.

Durante la etapa de recuperacion de la informacién, experimentalmente se observo
que la corteza prefrontal tiene un papel mas importante que el hipocampo, en
concordancia con autores como Jin & Maren (2015), Eichenbaum (2017), Preston
& Eichenbaum (2013), entre otros; ya que en la corteza prefrontal se observé la
inhibicion de la transcripcion de genes inhibia el olvido, sugiriendo que, en la corteza
prefrontal, los mecanismos de olvido, requieren de la sintesis de ARN en algun
punto, pero no de la sintesis de proteinas. La ausencia de la participacion de la
sintesis de proteinas en el mecanismo de olvido sugiere que el ARN sintetizado
involucrado en el olvido no codifica para ninguna proteina.

Con base en lo anterior, se propone a la corteza prefrontal como la regién candidata
que da inicio a los procesos involucrados en el olvido durante la etapa de
recuperacion, como lo es la sintesis de ARN no codificantes.

Durante la recuperacion de informacién en el hipocampo, se observo que la sintesis

de ARN y de proteinas no participaban en los mecanismos de olvido en la tarea de
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automoldeamiento, de manera que el olvido mostré un comportamiento similar a la
memoria segun lo reportado por Davis & Squire (1984) quienes mencionaron que
durante la formacion de la memoria, hay un periodo de tiempo en el que se requiere
de la sintesis de proteinas para la consolidacion de la informacion, posterior al cual
no se requiere mas de este proceso para mantener el almacenamiento de la misma.
Por lo que se afirma que tanto la memoria, como el olvido, no requieren de la sintesis
de proteinas durante la etapa de recuperacion de la informacion en la tarea de
automoldeamiento en hipocampo.

Sin embargo, ésta observacion no niega la participacion de otras regiones del
hipocampo como el giro dentado, CA1, CA2 y el subiculum.

Al no concordar ninguna de estas areas, con los procesos involucrados en el olvido,
se infiere que la sintesis de ARN y proteinas no son los procesos mediante los
cuales se presenta la interaccién entre el hipocampo y la corteza prefrontal en el

olvido en la tarea de automoldeamiento.

12 PARAMETROS CONDUCTUALES DURANTE LA FORMACION DE LA MEMORIA Y EL

OLVIDO EN EL HIPOCAMPO Y LA CORTEZA PREFRONTAL.

En la tarea de automoldeamiento, el alimento es utilizado como un reforzador que
busca la adquisicion y manutencion de una conducta (Meneses, 2003), ademas de
regularizar la emision de la respuesta condicionada. (Pérez, Liy & Meneses, 2006).
La privacion y la saciedad del alimento son variables importantes durante el estudio
del condicionamiento operante debido a que inhabilian o habilitan la funcién de
estimulos refrozadores operantes (en éste caso es el alimento), que dan lugar a la
adquisicion 'y manutenciéon de una conducta (Bruner, 2010), por lo que,
experimentalmente se monitorearon los contactos al comedero (CC)
considerandolos como un parametro conductual que indica alteraciones en la
motivacion del alimento y/o la actividad exploratoria durante los ensayos con base
en lo reportado por Téllez (2012). La motivacion por el alimento, es un proceso que

implica cambios en una conducta como consecuencia de operaciones que
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anteceden a la conducta, por ejemplo, la privacion, la saciedad, frecuencia y la
cantidad de alimento ingerida. A pesar de que la motivacion es un proceso diferente
al condicionamiento puede afectar las respuestas condicionadas presentadas
durante la tarea de automoldeamiento (Bruner, 2010), por lo que durante el
experimento se controlé esta variable constante mediante el control de peso de los
sujetos, horarios de comida durante el protoco de evaluacién y el monitoreo de

parametros conductuales.

En el gréfico 9, se muestran los resultados correspondientes al numero de contactos
al comedero en las diferentes sesiones en la tarea de automoldeamiento en los

grupos tratados en la corteza prefrontal antes de la sesién a las 384 h.

Manipulacion farmacoldgica

600
* l DRB

-~ Anisomicina

400 -~ Control

ccC

200

0.0 1.5 24.0 48.0 348.0

Tiempo (h)

Grafico 9. Contactos al comedero (CC) durante la formacion de la memoria y el
olvido en CPF, con tratamiento farmacologico a las 384 h. Media + EEM del
porcentaje de CC. Prueba ANADEVA de dos vias de medidas repetidas, post hoc
de Tukey; * p<0.05 de la MLP (24 h) con respecto al entrenamiento (tiempo 0).

El analisis estadistico indica que, a la MLP (24 h), se observa un aumento
significativo en los contactos al comedero presentados por los sujetos
experimentales con respecto al entrenamiento, lo cual se atribuye a la localizacién

del comedero durante el entrenamiento, provocando un menor numero de
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respuestas en dicho tiempo. Posterior al entrenamiento no se presentaron
aumentos o disminuciones significativas en las CC, de manera que se infiere que
no se presentaron alteraciones en la motivacién por el alimento y/o la actividad
exploratoria de los animales que afectaran los resultados en el porcentaje de las

respuestas condicionadas evaluadas durante el olvido.

A continuacién, en el grafico 10, se muestran los resultados correspondientes al
numero de contactos al comedero en las diferentes sesiones de los grupos tratados
en CPF alas 48 h. En la MLP, a las 24 h, se observa que se presentd un aumento
significativo en los contactos al comedero en comparacion entrenamiento y la sesiéon
a las 384 h, lo cual se debe a una mayor motivacién por el alimento y/o la actividad
exploratoria de los animales en dicha sesidén, sin embargo, las alteraciones al
presentarse de manera momentanea y reversible no logran influenciar los

resultados del porcentaje de RC durante la evaluacién del olvido.

Manipulacién farmacoldgica
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0.0 1.5 24.0 48.0 348.0

Tiempo (h)

Grafico 10. Contactos al comedero (CC) durante la formacién de la memoria y el
olvido en la CPF, con tratamiento farmacoldgico a las 48 h. Media + EEM del
porcentaje de CC. Prueba ANADEVA de dos vias de medidas repetidas, post hoc
de Tukey; *** p<0.001 de la memoria a las 384 h con respecto a la MLP (24 h) *
p<0.05 de MCP (1.5 h) con respecto a la memoria a las 348 h 'y ** p<0.05 de la MLP

(24 h) con respecto al entrenamiento (tiempo 0).
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Durante los procesos de formacion de la memoria y el olvido en el hipocampo (CA3),
de los grupos tratados a las 348 h, no se presentaron alteraciones significativas en
el numero de contactos al comedero. En el gréfico 11, se observa que se
presentaron aumentos y descensos minimos en el numero de CC, de manera que
se mantuvieron constante durante los protocolos de evaluacién, por lo que el
aumento o descenso en el porcentaje de respuestas condicionadas no se ve
influenciada por los parametros conductuales monitoreados, es decir por la

motivacion por el alimento o la actividad exploratoria.
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Grafico 11. Contactos al comedero (CC) durante la formacién de la memoria y el
olvido en el hipocampo (CA3), con tratamiento farmacolégico a las 384 h. Media +
EEM del porcentaje de CC. Prueba ANADEVA de dos vias de medidas repetidas.

Finalmente, en el grafico 12, se expresa el numero de contactos al comedero
presentado por los sujetos experimentales tratados en el hipocampo a las 48 h a lo
largo del protocolo de memoria y olvido. De manera general, en la memoria a largo
plazo, alas 24 h, se observa una disminucion significativa en el numero de CC con
respecto al entrenamiento (tiempo 0), la MCP (1.5 h) y el proceso de olvido (348h),
lo cual refleja una disminucién en la busqueda del alimento y/o la actividad
exploratoria de los animales en dicho tiempo, sin embargo la disminucién en el

numero de CC a las 24 h no influencia el aumento o descenso en el porcentaje de
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respuestas condicionadas durante el protocolo experimental, ya que como se
observa en el grafico, dichas alteraciones fueron momentaneas y reversibles, lo cual
se observa en la regularizacion de CC en las sesiones posteriores. Ademas de que
esta disminucion en los contactos al comedero se presento en una sesion antes de
la manipulacion farmacolégica y de la evaluacién del proceso de olvido. Para la
evaluacion del olvido se considero el porcentaje de respuestas condicionadas a las
48 y las 348 h, tiempos que como se observa en el grafico, no presentaron
alteraciones en el numero de contactos al comedero, por lo que se puede decir que

las respuestas evaluadas no son influenciadas por los parametros conductuales.

Manipulacién farmacolégica
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400 # -~ Anisomicina
*E* -&— Control

300
(&)
(&)

200

100

0
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Grafico 12. Contactos al comedero (CC) durante la formacién de la memoria y el
olvido en el hipocampo (CA3), con tratamiento farmacologico a las 48 h. Media +
EEM del porcentaje de Contactos al comedero (CC). Prueba ANADEVA de dos vias
de medidas repetidas, post hoc de Tukey; *** p<0.01 de la MLP a la MCP (1.5 h), +
p<0.05 de la MLP (24 h) con respecto a la memoria a las 384 h y # p<0.05 de la

MLP (24 h) con respecto al entrenamiento.

De manera general, se puede afirmar que en el hipocampo y la corteza prefrontal,
las variables que influencian la motivacion como la saciedad, frecuencia del
consumo y la cantidad de alimento ingerida (Bruner, 2010), fueron factores

controlados que mantuvieron constante la motivacion por el alimento o que
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presentaron un efecto momentaneo y reversible, por lo que las respuestas
condicionadas emitidas por los sujetos experimentales no se ven influenciadas por
parametros conductuales y son consecuencia de los procesos de formacion de la
memoria y el olvido, asi como de los diferentes tratamientos. La motivacion se
mantuvo constante al regular el porcentaje de peso de los sujetos y establecer
horarios para la alimentacion de los animales durante el protoco de formacién de

memoria y el olvido.

13 CONCLUSION

El olvido es un proceso poco descrito, del cual se desconocen los mecanismos
moleculares y regiones cerebrales involucradas. En el presente protocolo se
observé que el olvido es un proceso no unitario, dependiente del tiempo, que
muestra un comportamiento similar a la memoria, de manera que comparten
regiones cerebrales y mecanismos moleculares. La inhibicion de la sintesis de
proteinas en el hipocampo durante la consolidacion en la tarea de
automoldeamiento aumenta el olvido. Por otra parte, en la tarea de
automoldeamiento, el olvido en la corteza prefrontal durante la recuperaciéon de la

informacion es un proceso dependiente de la transcripcion de ARN no codificante.

14 PERSPECTIVAS

Jin & Maren (2015) reportan que dentro del hipocampo, CA1 y el subiculum son las
regiones que presentan el mayor numero de proyecciones neuronales, directas e
indirectas, que permiten la interaccion de la corteza prefrontal con el hipocampo,
por lo que existe la posibilidad de que durante la recuperacion, la regién CA1 o el
subiculum (principalmente la corteza entorrinal) interactiuen con la corteza prefrontal
en el olvido de informacion almacenada en memoria a largo plazo asi como
interactia durante el procesamiento de informacion relacionada con el
procesamiento de informacién relacionada con la memoria a largo plazo (Lee &

Kesner, 2003). Por lo que, para estudios posteriores se propone:
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El estudio de la transcripcidn de genes y la traduccion de proteinas en la
region CA1 durante la consolidacion.

El estudio de la transcripcion de genes y la traduccion de proteinas en la
region CA1 durante la recuperacion de informacion.

El estudio de la transcripcién de genes y la traduccidn de proteinas en la
corteza entorrinal durante la consolidacion.

El estudio de la transcripcion de genes y la traduccion de proteinas en la

corteza entorrinal durante la recuperacion de la informacion.
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