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RESUMEN

La memoria es un proceso dinamico de almacenamiento y recuperacion de la
informacion aprendida. Para la formacion del recuerdo de una experiencia
aversiva se reclutan diferentes estructuras cerebrales, tales como la amigdala,
el hipocampo y el estriado. A través de moléculas como los neurotransmisores,
hormonas y neuromoduladores, la informacién permanece almacenada a largo
plazo, mediante el proceso de consolidacion. Se ha reportado que los
glucocorticoides estriatales mejoran la retencion de una tarea de evitacion
inhibitoria (EI). Otras moléculas que también participan en la consolidacion de la
memoria son los endocannabinoides; sin embargo, esto se conoce en pocas
estructuras como la amigdala. El presente trabajo tuvo como objetivo el estudio
del efecto de un antagonista a los receptores cannabinoides CB1 del estriado
dorsal sobre la consolidacion de la memoria del aprendizaje de El. Ratas macho
Wistar (250-350 g) fueron implantadas con canulas bilaterales en el estriado
anterodorsal. Se entrenaron con una intensidad de choque eléctrico de 0.6 mA
durante 1 segundo en la tarea de El. Se formaron grupos independientes de
ratas que recibieron vehiculo o el antagonista AM251 (0.28 6 0.56 ng/ul)
inmediatamente después de haber sido entrenados (n=7-15). Las pruebas de
retencién se realizaron 48 horas después del entrenamiento. Los resultados
mostraron que en el estriado anterodorsal la dosis de 0.56 ng de AM251
deteriora la retencién al compararse con el control que recibié vehiculo (p <
0.05); mientras que los datos obtenidos con la dosis de 0.28 ng no fueron
significativos. Los resultados sugieren que los endocannabinoides estriatales a
través de los receptores CB1 participan en la consolidacion de la memoria a
largo plazo de la EI.
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1. INTRODUCCION

La memoria se refiere al almacenamiento de la informacion que es adquirida
por medio del aprendizaje; ambos procesos son de vital importancia en los
animales, incluyendo al ser humano, ya que permite recolectar informacion
sensorial, fonética, visual, olfativa, de importancia ecolégica y reproductiva, por
ejemplo la localizacion de alimentos, construccién de refugios, caminos dentro
del rango hogarefio, interacciones sociales con otros animales, reconocer
sonidos de posibles presas o depredadores, comunicacion con miembros de su
misma especie, conductas de apareamiento, cuidado de crias, entre otras. La
informacion adquirida durante experiencias con contenido emotivo tiende a
almacenarse mejor que aquellas experiencias menos emotivas (Bradley,
Greenwald, Petry and Lang 1992; McGaugh 2006), ya que esta informacion
nueva podria ser critica para la supervivencia.

La informacion es almacenada de manera sistematica en el cerebro, aunque
esta actividad resulta de la interaccion de muchos mecanismos de
procesamiento distribuidos en varias regiones del cerebro (Kandel 2013). Las
regiones principalmente involucradas con la memoria son la corteza prefrontal,
el hipocampo, la amigdala y el estriado, que se ha relacionado con la memoria
de procedimiento que involucra los habitos y las habilidades (Squire 2004).

El almacenamiento de informacion involucra cambios a nivel molecular, en

los que se encuentran cambios plasticos neuronales, cambios en los



potenciales de accién y la liberacidbn de neurotransmisores que se unen a
receptores especificos de la neurona postsinaptica que pueden activar
diferentes cascadas de sefalizacion. Para este proyecto el receptor de interés
es el receptor de cannabinoides CB1, dicho receptor se encuentra
principalmente en el sistema nervioso, mostrando una alta densidad en la
region del estriado (Herkenham, Lynn, Little, Johnson, Melvin, de Costa and
Rice 1990). Los cannabinoides enddgenos o endocannabinoides, regulan
negativamente el eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA), permitiendo la
facilitacion de la habituacion a encuentros repetidos con el mismo estresor
(Atsak, Roozendaal and Campolongo 2012). Los estudios de Campolongo,
Roozendaal, Trezza, Hauer, Schelling, McGaugh y Cuomo (2009) demostraron
qgue el blogueo de los receptores CB1 en la amigdala por medio de un
antagonista (AM251) causa un deterioro en la memoria mientras que la infusion
del agonista WIN55 212-2 mejoran la consolidacién de memoria, dependiendo
de la dosis administrada, de la misma manera se observaron deterioros en la
memoria al someter a ratones "knockout" del receptor CB1 y ratones "wild type"
a los que se les administré un antagonista de este receptor (Varvel and
Lichtman 2002).

El objetivo de este trabajo es evaluar la participacién de los receptores de
endocannabinoides CB1, encontrados en el estriado, en la tarea de evitacion

inhibitoria.



2. ANTECEDENTES

2.1. Importancia del estudio de la memoria

El aprendizaje y la memoria son procesos ligados, con gran valor adaptativo
en el reino animal, el aprendizaje produce modificaciones plésticas en el
sistema nervioso que se ven reflejadas en la conducta, resultantes de la
experiencia. La memoria es el almacenamiento de la informacién aprendida,
aguellos individuos con una evocacion mas rapida y acertada tendran una
ventaja en la competencia por recursos tanto inter como intra especifica al tener
la capacidad de recordar rutas y localizacién de alimento y bebida, ademas de
poseer ventajas en el apareamiento, ya que se conocen especies en las que el
comportamiento aprendido de los adultos es esencial para el cortejo de las
hembras, por ejemplo existen aves que necesitan recordar cantos complejos,
aracnidos que atraen a las hembras mediante ciertos movimientos, etc.
(Beecher and Burt 2004; Rypstra, Wieg, Walker and Persons 2003). Gracias al
aprendizaje y la memoria es que existe la comunicacion en diferentes animales,
ya que es aprendida, recordada y transmitida a través de las generaciones, en
el caso de algunos cetaceos como las orcas, las crias aprenden de sus madres
y de los miembros adultos de su grupo matrilineal, conjuntos de sonidos con
diferentes frecuencias y entonaciones que permiten comunicarse con otros
miembros de su especie (Deecke, Ford and Spong 2000), otro ejemplo son las

suricatas que emiten sonidos de alerta para avisar a los miembros de su colonia



la presencia de depredadores (Manser

2001), y en los humanos la

comunicacion verbal y escrita es esencial para distintas tareas de la vida diaria.

2.2. Clasificacion de

Segun el tiempo en que

la memoria

la nueva informacién es almacenada la memoria se

clasifica en 3 tipos: memoria inmediata, la cual puede durar de milésimas de

segundo a segundos, y es

de modalidad sensorial (Purves 2004), memoria a

corto plazo, que es el término utilizado cuando la informacion es retenida

durante segundos a minutos y mantiene transitoriamente representaciones de

conocimientos actuales relevantes (Kandel 2013), esté es un tipo de memoria

labil y susceptible a interrupciones y la memoria a largo plazo que es aquella

que puede tener una duracién de dias hasta afios. La consolidacién es la

transicion de memoria de corto plazo a una de largo plazo (Fig.1).

Consolidacian
Memoria
de corto
plazo_

Memoria

Memoria de

largo plazo Evocacion

’

Evocacidn

’

Tiempo (escala logaritmica)

Figura 1. Modelo de la consolidacion de la memoria. Modificado de Dudai (2004).



En humanos la memoria a largo plazo es clasificada en explicita o implicita

(Tulving 1972). La memoria declarativa es un tipo de memoria explicita,

almacena y recupera de forma consiente la informacioén aprendida y puede ser

expresada a través del lenguaje (Squire and Zola-Morgan 1988), ésta a su vez,

se subdivide en dos tipos: memoria episodica, que se refiere al conocimiento de

hechos y eventos en un contexto temporal y espacial (Kramer 2010) y en

memoria semantica la cual almacena datos como palabras, conceptos y sus

significados (Fig. 2).

Memoria

Declarativa No declarativa
Procedimiento imi ici i izai
Hechos Eventos > Priming y Condicionamiento Aprendizaje
(Habilidades y aprendizaje cldsico simple no
habitos) perceptual asociativo
Respuesta Respuestas
emocional motoras
. . . ; Vias de
Lébulo medio temporal Estriado Neocorteza Amigdala Cerebelo
L reflejo
y diencéfalo

Figura 2. Taxonomia de los sistemas de memoria a largo plazo y las estructuras de
especial importancia en estos sistemas. Modificado de Squire (2004).
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La memoria no declarativa es una forma de memoria implicita, es la
informacion que se almacena y recupera de forma automatica, por ejemplo los

habitos y habilidades (Squire and Zola-Morgan 1988).

De manera homologa a la memoria declarativa y no declarativa, la memoria
de los roedores es clasificada en memoria espacial y en memoria de
procedimiento, la primera se refiere a la representacion espacial detallada de
lugares previamente conocidos, mientras la memoria de procedimiento se
refiere al almacén de informacibn motora, habilidades, héabitos vy

condicionamiento (Kandel 2013).

Una tarea que ha sido empleada para el estudio de la memoria en roedores
es la de evitacion inhibitoria, cuyo método fue descrito por Slotnick y Jarvik
(1966), en esta tarea estan implicados los tipos de memoria espacial y de
procedimiento, durante la tarea se utiliza la respuesta innata de los roedores de
dirigirse hacia zonas oscuras o fotofobia, por lo que al ser colocados en una
camara iluminada se trasladaran hacia la camara contigua que no esta
iluminada, al hacer esto se administra un choque eléctrico, cuya intensidad
puede ser regulada, este evento aversivo tiene un componente emocional, si los
roedores del estudio aprenden durante la sesion de prueba, se quedaran en el
lado iluminado de la caja de evitacion inhibitoria ya que asocian la descarga con
la camara oscura. En esta tarea se utiliza el condicionamiento clasico y el

condicionamiento operante, donde el estimulo condicionado serd la camara
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oscura y el estimulo no condicionado en el choque eléctrico por lo que el roedor
tiene que inhibir la tendencia de cruzar hacia el lado oscuro.
Dependiendo el tiempo en que se haga la sesion de prueba se puede

estudiar la memoria a corto plazo, la consolidacion y la memoria de largo plazo.

2.3. Estructuras involucradas en el proceso de memoria

Distintas estructuras cerebrales estan involucrados en diferentes tipos de
memoria, y con los distintos procesos con los que la memoria esta relacionada
(aprendizaje, consolidacion, evocacion, extincion y recuperacion espontanea)

(Fig. 2).

El cerebelo juega un papel importante en la adquisicion del aprendizaje
motor de movimientos voluntarios y complejos, asi como en el almacenamiento

de movimientos previamente aprendidos (Haines 2002).

La corteza prefrontal esta involucrada en la codificacidn, el almacenamiento
y la evocacién, en el procesamiento de informacién especialmente a corto plazo

y en la memoria de procedimiento (Markowitsch 1995).

El hipocampo tiene una participacién importante con la consolidacion de la
memoria de corto plazo a largo plazo, por ejemplo, cuando esta regién se ve
lesionada esta transicion no se puede llevar a cabo (Haines 2002), ademas esta

estructura también participa en la adquisicién y recuperacién de informacién
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espacial, contextual y cognitiva (lzquierdo, Quillfeldt, Zanatta, Quevedo,
Schaeffer, Schmitz and Medina 1997), asi mismo el hipocampo es de especial
importancia en las tareas que requieren asociar un estimulo individual con otros

estimulos diferentes (White and McDonald 2002).

La amigdala procesa principalmente informacion emocional o aversiva
(Izquierdo et al. 1997), como por ejemplo la asociaciéon entre sefales y
reforzadores, aversion al sabor, condicionamiento de miedo y ansiedad. La
region basolateral de la amigdala (BLA) proyecta a regiones corticales, como el
hipocampo, el nacleo accumbens y el estriado, los cuales son cruciales en la
consolidacion de la memoria (McGaugh 2002). Tanto la amigdala como el
hipocampo participan simultdneamente en etapas tempranas de la formacion y
recuperacion de memoria (lzquierdo et al. 1997), de tareas que requieren
informacion acerca de relaciones de estimulos-recompensa (McDonald and

White 1993).

2.4. Anatomiay funcionalidad del estriado

El cuerpo estriado es una regién anatémica que forma parte de los ganglios
basales, estd conformado por el caudado-putamen (estriado dorsal) y el nucleo
accumbens (estriado ventral) (Gerfen 2004). En los seres humanos el caudado
es una estructura con forma de C, que esta separado del putamen por la

capsula interna, excepto en la parte frontal donde el caudado y el putamen son
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continuos. El l6bulo medio temporal tiene conexiones anatomicas con el
estriado, un rasgo caracteristico de este complejo es la presencia de
estriosomas, los cuales son regiones pobres en acetilcolinesterasa, ademas
contienen grandes cantidades de neuropéptidos y diferentes tipos de receptores
opioides; los estriosomas se encuentran dispersos en la matriz, la cual contiene
cantidades elevadas de acetilcolinesterasa (Haines 2002). El estriado recibe
proyecciones de diferentes regiones cerebrales, de las que destacan, la corteza
prefrontal, la amigdala, los nucleos talamicos, la corteza entorrinal, el subiculo,
la regibn CAl de la formacién hipocampal y la susbtancia nigra compacta
mescencefélica, todas estas estructuras estan relacionadas con funciones
cognitivas, motoras y de respuesta emocional (Finch 1996), por lo que no es de
extrafiar que este complejo esté involucrado en tareas cognitivas, de control
motor, incluyendo la preparacion y ejecucion del movimiento, y el aprendizaje
de secuencias motoras (Afifi and Bergman 2006; Albouy, Sterpenich, Balteau,
Vandewalle, Desseilles, Dang-Vu, Darsaud, Ruby, Luppi, Degueldre, Peigneux,
Luxen and Maquet 2008), ademas, el estriado dorsal es importante en tareas de
memoria que requieren un reforzamiento de la asociacion estimulo- respuesta

(McDonald and White 1993).

2.5. Los endocannabinoides

El cannabinoide Delta-9-tetrahydrocannabinol (Delta-9-THC) es el principal

ingrediente psicoactivo de Cannabis sativa (Joy, Watson Jr., and Benson Jr.,
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1999), en la década de 1980 se identifico el receptor de cannabinoides CB1, el
cual es un receptor acoplado a proteinas G, distribuido principalmente en el
sistema nervioso central de humanos y roedores, también se encuentra en el
higado, pulmones y rifiones, este tipo de receptores son expresados por
terminales neuronales (Riebe and Wotjak 2011). CB2 es un receptor acoplado a
proteinas G, encontrado predominantemente en la glia, ademas de ser

expresado en tejidos y células del sistema inmune (Atsak et al. 2012).

En 1990, Herkenham y colaboradores utilizaron el método de
autorradiografia para conocer la localizacibn de los receptores de
cannabinoides CB1 en el cerebro, las regiones donde encontraron mayor
densidad fue en el cerebelo, hipotalamo, amigdala, globo palido, sustancia
nigra, giro dentado, corteza cerebral y el hipocampo. Especificamente en los
ganglios basales se ha demostrado que estos receptores estan localizados con
gran densidad en las neuronas medianas espinosas eferentes del estriado
dorsal (Fig. 3) (Herkenham, Lynn, de Costa and Richfield 1991; Moldrich and

Wenger 2000).
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Figura 3. Inmunorreactividad del receptor CB1 en el estriado. Escala 50 um. Modificado

de Moldrich y Wenger (2000)

Los receptores de cannabinoides son activados por tres clases principales de
ligandos: cannabinoides vegetales producidos por las plantas de Cannabis,
cannabinoides sintéticos, y los ligandos endogenos, conocidos como
endocannabinoides, los dos mejor caracterizados son N-
arachidonoylethanolamida (anandamida, AEA) y 2-arachidonoylglycerol (2-AG)

(Finn 2010).

2.6. Mecanismos de accién

Los endocannabinoides son producidos por hidrélisis enzimatica de fosfolipidos
que contienen acido araquidbnico, un proceso que es iniciado cuando un
receptor acoplado a la proteina G es estimulado por la concentracion elevada

interna de Ca?*, Una vez producidos, los endocannabinoides funcionan como
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moduladores, la despolarizacion de células postsinapticas en las que se
encuentran los receptores a cannabinoides, resulta en un incremento de la
concentracion Ca?* intracelular, disparando la liberacién de endocannabinoides,
qgue pueden cruzar libremente la membrana lipidica para actuar de manera
retrograda en receptores CB1 presinapticos (Fig.4). La activacion de los
receptores CB1 reduce la liberacion de GABA via la inhibicién rapida de entrada
de Ca?* a las terminales (Campolongo et al. 2009). Después de la liberacién de
endocannabinoides, son tomados por transportadores de membranas y son
degradados por las enzimas amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH) que
degrada anandamida, y la monoacilglicerol lipasa que degrada 2-AG (Ueda

2002).
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Figura 4. Sefalizacién de los endocannabinoides de manera retrégrada. Modificado de
Wilson y Nicoll (2002).
2.7. La relaciéon de los endocannabinoides con el eje Hipotalamico-

Hipofisiario-Adrenal

Un estresor es definido como un estimulo que tiene el potencial para causar
cambios adversos en el organismo (Joéls and Baram 2009), mientras que el
estrés es una condiciéon compleja y dinamica que ocurre cuando la homeostasis
de un organismo es perturbada o0 amenazada, y éste puede ser de caracter

fisico, psicologico o inmunolégico (Finn 2010).
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En la respuesta fisiologica al estrés se involucra la activacion del eje
Hipotalamico-Hipofisiario-Adrenal (HHA), la cual inicia con la liberacion del
Factor Liberador de Corticotropina (CRF) en las neuronas del nucleo
paraventricular del hipotalamo (PVN). La CRF estimula la liberacién de la
hormona adrenocorticotropica (ACTH) en la adenohipdfisis, la cual a su vez
induce la sintesis y liberacion de glucocorticoides de la corteza adrenal (Fig. 5)
(Hill, McLaughlin, Pan, Fitzgerald, Roberts, Lee, Karatsoreos, Mackie, Viau,

Pickel, McEwen, Liu, Gorzalka and Hillard 2011).

Hipotalamo (PVN) ]

|

CRH

l

Hipofisis

|

ACTH

l

Corteza adrenal

A 4

Glucocorticoides

Figura 5. Eje Hipotadlamo-Hipofisis-Adrenal
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Después de la exposicion a estresores, las hormonas glucocorticoides son
liberadas, y se unen a receptores de membrana acoplados a la proteina G
(mbGR) induciendo la sintesis de endocannabinoides. Los endocannabinoides
AEA y 2-AG modulan el balance de excitacion e inhibicion a través de su
habilidad para inhibir liberacion sinaptica de neurotransmisores mediante la
activacion de receptores CB1 presinapticos (Hill et al., 2011), al unirse a los
receptores CB1 en la corteza media prefrontal (MPFC) en neuronas
GABAérgicas, inhiben la liberacién de este neurotransmisor, lo que a su vez,
desinhibe la liberacion de norepinefrina (NE) (Fig. 6) (Hill and McEwen 2009),
en el nacleo paraventricular del hipotalamo. Los endocannabinoides provocan la
supresion rapida de la activacion de células neurosecretoras de la hormona
liberadora de corticotropina (CRH), en el PVN del hipétalamo, ademas de
actuar sobre las terminales presinapticas glutamatérgicas para inhibir la
neurotransmision excitatoria en las neuronas postsinapticas, reduciendo la
excitacion del eje HHA (Atsak et al. 2012; Di, Malcher-Lopes, Halmos and

Tasker 2003; Evanson, Tasker, Hill, Hillard and Herman 2010) .


http://es.wikipedia.org/wiki/Hormona_adrenocorticotropa
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Hormona noradrenérgica
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Figura 6. Papel del sistema de endocannabinoides en la modulacién del efecto de los
glucocorticoides sobre la consolidacibn de la memoria. Corticosterona (CORT),
Receptor de glucocorticoides (GR), endocannabinoides (eCB), noradrenalina (NA).
Modificado de Atsak y colaboradores (2012).

Tanto en roedores knockout sin el receptor CB1 como cuando se administra
el antagonista de este receptor en la corteza media prefrontal se prolonga la
elevacion de niveles sistémicos de corticosterona inducidos por estrés. Cuando
un grupo de ratas fueron expuestas a estrés los niveles del endocannabinoide

2-AG aumentaron en la mPFC pero al adminsitrar el antagonista del receptor a
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glucocorticoides RU-486 en esta region, se evitd que aumentaran los niveles de

endocannabinoides (Hill et al. 2011).

Se ha reportado que el uso de concentraciones moderadas de
glucocorticoides permiten mejorar la consolidacion de la memoria de largo plazo
de experiencias emocionales, sin embargo niveles mas elevados de estas
hormonas pueden afectar la evocacion y la consolidacion de la memoria en
situaciones emocionales , Las dosis varian dependiendo de la forma de
administracion de corticosterona, al ser inyectada de forma sistémica en ratas
se ha comprobado que las dosis entre 1.0 - 3.0 mg/kg tienen efectos
facilitadores (Atsak et al. 2012), al ser inyectada al estriado la dosis de 10 ng
(Medina, Charles, Espinoza-Gonzéalez, Sanchez-Resendis, Prado-Alcala,
Roozendaal and Quirarte 2007) y 1 ug en el hiperestriado ventral de los pollos
(Gallus domesticus) (Sandi and Rose 1997). Cuando la corticosterona es
administrada de forma sistémica, las dosis mayores a 3.0 mg/kg causan
deterioro (de Quervain, Roozendaal and McGaugh 1998), mientras que cuando
se adminsitra en el estriado de ratas este efecto es visto al utilizar 60 ng
(Medina et al. 2007) y en el hiperestriado ventral del pollo es 5 ug (Sandi and

Rose 1997).

Debido a los efectos de deterioro que altos niveles de glucocorticoides
pueden tener en la memoria, es necesario que frene la secrecion de estas

hormonas y asi prevenir los efectos negativos a los que conlleva (Hill et al.
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2011). Los endocannabinoides regulan de manera negativa el eje HHA,
facilitando la habituacion de este eje ante situaciones de estrés homotipico
repetido, de esta manera ayudan a mantener la homeostasis durante

situaciones de estrés (Atsak et al. 2012).

2.8. Los endocannabinoides y la consolidacion de la memoria

En experimentos con el uso del laberinto acuatico de Morris se ha observado
gue en ratones a los que se les administra el antagonista del receptor CB1 SR-
141716, al igual que los ratones "knockout" al receptor CB1, mostraron un
deterioro en la memoria de trabajo (Varvel and Lichtman 2002). Otro estudio
con ratones knockout al receptor CB1 en la tarea de reconocimiento de objetos
llevado a cabo por Reibaud, Obinu, Ledent, Parmentier, Bohme e Imperato
(1999) mostré que los animales lograron retener la memoria 48 h después del
entrenamiento, en contraste los ratones silvestres (wild type) que perdieron la
capacidad de retencion después de 24 h, lo que sugiere que los
endocannabinoides no participan en esta tarea ya que carece del componente

emocional.

de Oliveira Alvares, de Oliveira, Camboim, Diehl, Genro, Lanziotti y Quillfeldt
(2005) administraron el antagonista AM251 en la region CA1 del hipocampo de
ratas, inmediatamente después de haber sido entrenadas en la tarea de

habituacion a un campo abierto, la cual es una tarea que carece de
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componentes aversivos, los resultados mostraron que no se produjo ningun
efecto en el proceso de memoria, sin embargo en tareas que si involucran
componentes aversivos, el uso del antagonista AM251 en la misma region
cerebral produjo deterioro en la consolidacion de la memoria, de ratas
entrenadas en la tarea de evitacion inhibitoria (EI). Al inyectar AM251 en la
amigdala basolateral (BLA) de ratas inmediatamente después de ser
entrenadas en El, también se observo un deterioro en la consolidacion de la
memoria (Campolongo et al. 2009), este efecto del antagonista del receptor
CB1 en la memoria también ha sido encontrado en la tarea de miedo al
contexto, donde las ratas a las que se les administr6 AM251 mostraron menor
tiempo de congelamiento en comparacién con el grupo control (Arenos, Musty

and Bucci 2006).

Ademas de interferir con la consolidacién de la memoria, el antagonista
AM251 al ser inyectado en la BLA, bloquea los efectos facilitadores de la
consolidacion provocados por la inyeccion sistémica de corticosterona

(Campolongo et al. 2009).

Los endocannabinoides participan en la memoria de tareas con
componentes emotivos (Atsak et al. 2012) ya sea que la tarea involucre factores
aversivos (Arenos et al. 2006; Campolongo et al. 2009; de Oliveira Alvares et al.
2005) o que involucren una recompensa, como ha sido comprobado por Rueda-

Orozco y colaboradores (2008), quienes entrenaron ratas en la prueba del
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laberinto T y les administraron el antagonista AM251 en el estriado, encontraron
bloqueo en el proceso de extincion de la memoria, ya que necesitaron de 15
pruebas para aprender la nueva localizacion de la recompensa mientras el

grupo control solo requirio de 5 pruebas.

Mientras los antagonistas del receptor CB1 provocan deterioro en la
consolidacion y extincion de la memoria (Arenos et al. 2006; Campolongo et al.
2009; de Oliveira Alvares et al. 2005; Rueda-Orozco et al. 2008) el uso del
agonista WIN55 212-2 de este receptor facilita el proceso de consolidacion de

la memoria en la tarea de evitacion inhibitoria (Campolongo et al. 2009).
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3. HIPOTESIS
La administracion del antagonista a endocannabinoides AM251 en el
estriado anterodorsal de ratas, inmediatamente después del entrenamiento en

la tarea de evitacion inhibitoria provocara deterioro en la memoria.
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4. OBJETIVOS
General
Evaluar la participacion de los endocannabinoides estriatales en la

consolidacién de memoria.

Particular
Determinar la dosis efectiva de AM251, antagonista a receptores CB1, que

administrada en el estriado deteriore la consolidacion de la memoria.
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5. MATERIAL Y METODOS

Los protocolos experimentales que se emplearon en la presente tesis fueron
aprobados para su realizacion por el Comité de Bioética del Instituto de
Neurobiologia, UNAM, para el uso de animales experimentales y esta acorde
con la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 2001 y a las normas
estipuladas en la “Guide for the care and use of laboratory animals” (National
Research Council 2011). En la Figura 6 se muestran todos los pasos del
protocolo seguido.

5.1. Organismos experimentales
Se utilizaron 33 ratas macho adultos (Rattus rattus), de la cepa Wistar criadas
en el bioterio del Instituto de Neurobiologia, UNAM, campus Juriquilla, con un
peso entre 250-300g. Los ratas, fueron transportados al bioterio del laboratorio
de Aprendizaje y Memoria de dicha institucion, fueron ambientados con un ciclo
de 12 horas luz/oscuridad (7:00 am-7:00 pm), a una temperatura de 22°C, se
colocaron individualmente en cajas de acrilico transparente (policarbonato
50X40X20 cm), con lecho de aserrin, el cual fue cambiado 2 veces por semana.
Se les proporcioné agua y comida ad libitum, se les dio una semana a las ratas

para que se habituaran al nuevo ambiente.
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Figura 7. Pasos del protocolo al que se sometieron todas las ratas del proyecto.

5.2. Cirugia estereotaxica
Las ratas se anestesiaron con una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital
sédico con una dosis de 45 mg/kg, ademas se inyecto sulfato de atropina para
controlar las secreciones mucosas Yy solucion salina para prevenir la
deshidratacion, se rasurd la zona mas anterior de la cabeza y se procedi6 a
montarlas en el equipo estereotaxico, se utilizé xilocaina como anestésico local
y con un bisturi se hizo una incision para dejar expuesta la parte superior del
craneo. Se hicieron dos pequefias aberturas con un taladro en la regién del
estriado anterior dorsal, en las siguientes coordenadas: Bregma= Antero-
posterior +0.7, Medio-lateral izquierdo +3.2, derecho -3.2, Dorso-ventral -4.0,

con base en un atlas del cerebro de la rata (Paxinos and Watson 2005). Se
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implantaron bilateralmente canulas de acero inoxidable de 11 mm (Fig. 8A),
posterior a ello se realizé una perforacion extra con el taladro en la parte
posterior, para dar mayor soporte al cemento dental que mantenia unidas las

canulas al craneo.

A

E Microinyeccién
1 pl/1 min

VEH

AM251
0.28 ng

AM251
0.56 ng

Figura 8. Diagrama que muestra la estrategia experimental. A. Estereotaxico, utilizado durante
la cirugia para la implantacion de las canulas. B. Manipulacion de las ratas. C. Entrenamiento
en la tarea de evitacion inhibitoria. D. Administracion del farmaco. E. Grupos experimentales. F.
Prueba de retencion en la tarea de evitacion inhibitoria.
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5.3. Manipulacion
Una hora previa a la manipulacion, las ratas fueron transportados a un estante,
posteriormente se retird a una de las ratas de su caja habitacion y se acaricié
durante 5 minutos (Fig. 8B), fue pesada y se verificé que las canulas estuvieran
libres, después fue devuelta a su caja, esto se repitio con cada una de las ratas,
las cuales permanecieron en el estante durante 1 hora antes de ser llevadas de
vuelta al bioterio. Se realizaron un total de 3 sesiones de manipulacién, cada
tercer dia. Durante la dltima manipulacion se le coloco un falso inyector de 12
mm en ambas canulas de cada rata, con la finalidad de que verificar que no

estuvieran tapadas.

5.4. Farmacos
Se preparo el vehiculo con Dimetilsulféxido (DMSO) al 10 % disuelto en 90%
de solucion salina (NaCl). Se prepararon 2 dosis con el antagonista de los
receptores CB1, AM251, una dosis fue de 0.28 ng y la otra de 0.56 ng, disueltos
en el vehiculo (Fig. 8E). Los farmacos se prepararon antes de cada
experimento y se administraron inmediatamente después del entrenamiento en

la tarea de evitacion inhibitoria.

5.5.  Microinyeccion
Las ratas (n=36) se separaron aleatoriamente en 3 grupos, el Grupo 1 recibid
vehiculo (DMSO al 10% disuelto en solucion salina) y tuvo la funcién de un
grupo control, al Grupo 2 se le administro el antagonista AM251 (0.28 ng) y al

Grupo 3 se le administré la dosis de a 0.56 ng de AM251. Se coloco un inyector
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de 12 mm dentro de cada canula, cada inyector estuvo conectado a una
microjeringa Hamilton de 10 pl a través de un tubo de polietiieno de 30 cm
aproximadamente. Se colocé la microjeringa en una bomba de infusion
automatica (WPI, sp220i) la cual administro el respectivo farmaco a una tasa de
1 ul/ 1 min (Fig. 8D). Los inyectores permanecieron dentro de las canulas
durante 1 minuto adicional después de la infusion, lo que permitié6 una mejor
difusién de los farmacos en el tejido.
5.6. Evitacién inhibitoria

Para el entrenamiento de las ratas se utilizd una camara de evitacion inhibitoria
(Fig. 8C), la cual se encuentra ubicada en un cuarto sonoamortiguado y oscuro,
con dimensiones de 2.40 X 1.80 X 2.50 m, provisto de un enmascarador de
ruido (San Diego Instruments, Inc.). Consiste en una caja con dimensiones 60 X
25 X 25 cm construida con acrilico rojo transparente, consta de 2
compartimentos de 30 X 30 cm cada uno, separados por una puerta deslizable,
un compartimiento llamado "de seguridad" permanece iluminado con una
lampara de luz incandescente de 10 W en la parte superior, tiene una rejilla
metalica en el piso con espacios de 16 mm, el otro compartimiento "de castigo"
es oscuro, las paredes laterales son en forma de V, de acero inoxidable, las
cuales llegan al piso del compartimiento y tienen una distancia entre ellas de 15
mm. Estas placas pueden ser electrificadas por un estimulador de corriente

constante (Coulborn instruments, U.S.A).



32

Durante la sesion de entrenamiento se colocé a la rata en el compartimiento

con luz, donde se dejo pasar 10 segundos para que explorara, posteriormente
se abrioé una puerta que permite el paso al otro compartimiento, inmediatamente
después de que la rata entré al compartimiento oscuro (con las cuatro patas
adentro) la puerta fue cerrada y la rata recibié un choque eléctrico en las patas
durante 1 segundo, de 0.6 mA, dichos parametros fueron elegidos de acuerdo a
lo reportado por Campolongo y colaboradores (2009). Se registr6 la latencia de
entrada al compartimiento oscuro. La duracion de la aplicacién de los estimulos,
las latencias de entrada y de retencion fueron medidas automaticamente con la
ayuda de un cronémetro digital automatico Schneider Electric S486. Las
microinyecciones intracerebrales (MIC) se realizaron inmediatamente después
del entrenamiento, después cada rata fue colocada en su caja habitacion y
permanecieron en un estante durante 1 hora antes de ser regresados al
bioterio.
A las 48 horas después del entrenamiento se llevdo a cabo la prueba de
retencién (Fig. 8F), la cual consistié en colocar a la rata en el compartimiento
con luz y registrar la latencia para entrar al compartimiento oscuro, con una
latencia maxima de 600 segundos. Durante la prueba no se aplicaron choques
eléctricos a las ratas.

5.7.  Perfusion

Las ratas fueron anestesiadas con una sobredosis de pentobarbital sédico (90

mg/kg) y se realizé una perfusiéon intracardiaca con solucién salina al 10% y
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formaldehido al 4%, se removieron los cerebros y fueron conservados en

formaldehido por al menos 72 h.

5.8. Histologia
Se realizaron cortes histologicos del estriado para la verificacion de la posicion
de las canulas, los cortes se hicieron en un criostato a -22°C con un espesor de
50 um, fueron montados en portaobjetos previamente gelatinizados, con una
solucion de gelatina-cromo (grenetina sin saborizante y alumbre de Cromo y
Potasio) posteriormente fueron tefiidos con la tincion de Nissl o violeta de
cresilo, el exceso de colorante fue lavado con Xileno. Se revisaron los cortes
histolégicos en el microscopio Optico, los datos de aquellas ratas cuyas canulas

no se encontraban en el estriado anterior dorsal fueron descartados.

5.9. Analisis de datos
Para el andlisis estadistico se utilizaron los datos de la latencia de entrada y de
la latencia de retencion de aquellas ratas cuya posicién de las canulas en el
estriado anterior fueron verificadas. Se realizaron las pruebas estadisticas no
paramétricas de Kruskal-Wallis con una p<0.05 para comparar las latencias de
todos los grupos y la prueba U de Mann-Whitney con una p<0.05 para comparar

entre pares de grupos.
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6. RESULTADOS
6.1. Histologia

El analisis histologico se llevé a cabo observando los cortes del cerebro de las
ratas bajo el microscopio para verificar que las canulas estuvieran en el estriado
anterodorsal (Fig. 9), se descartaron del andlisis estadistico aquellas ratas
cuyas canulas no estaban en esta region. En la Figura 10 se muestra un
esquema de la localizacion de las canulas de aquellas ratas consideradas en el
analisis estadistico. El nimero de ratas incluidas en el analisis fue: VEH (n=7),

AM251 dosis de 0.28 ng (n=15) y AM251 dosis de 0.56 ng (n=11).
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Figura 6. Corte coronal histolégico del cerebro de rata con canulas implantadas en el
estriado anterior dorsal, tefiido con la técnica de Nissl.
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Figura 10. Esquemas que muestran la localizacién de las canulas implantadas, en los cerebros de
las ratas de los grupos Vehiculo, AM251 0.28 ng y AM251 0.56 ng.
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6.2. Sesion de entrenamiento

La mediana de las latencias de entrada obtenidas durante la sesion de
entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria de las ratas del grupo vehiculo
fue de 28.6 segundos, la del grupo AM251 0.28 ng fue de 32.38 segundos y la
del grupo AM251 0.56 ng fue de 31.93 segundos (Fig. 11A).

El andlisis de las latencias de entrada con la prueba de Kruskal-Wallis de los
diferentes grupos, no mostré diferencias significativas (H(2)=0.88, p=0.64) entre
los grupos vehiculo (n=7), AM251 de 0.28 ng (n=15) y el grupo AM251 de 0.56
ng (n=11), lo que indica que las ratas se encontraban en las mismas

condiciones motoras antes de la administracion de los distintos farmacos.

6.3. Sesion de prueba

Las latencias de retencién obtenidas durante la sesién de prueba en la tarea
de evitacion inhibitoria de las ratas pertenecientes al grupo vehiculo mostraron
una mediana de 526.5 segundos, el grupo AM251 0.28 ng presentd una
mediana de 368.34 segundos Yy las ratas del grupo de AM251 0.56 ng tuvieron
una mediana de 284 segundos (Fig.11B).

Las latencias de retencion de los grupos fueron analizadas con la prueba de
Kruskal-Wallis (H (2)=8.14, p=0.017). Al existir diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos, se realizé la prueba post hoc de U de Mann-

Whitney, para comparar los diferentes grupos. Se encontré que no existieron
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diferencias significativas entre el grupo vehiculo y el grupo de AM251 con la
dosis de 0.28 ng (U=41.01, p=0.226) y se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo vehiculo y el grupo de AM251 con

la dosis de 0.56 ng con una (U=16.0, p= 0.022).
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Figura 11. Representa las latencias de los grupos VEH (n=7), AM251 0.28 (n=15) y
AM251 0.56 (n=11) en la tarea de evitacion inhibitoria. Se muestran las medianas con
los rangos intercuartilares A. Latencia de entrada de las ratas al compartimiento oscuro
en camara de evitacion inhibitoria. B. Latencia de retencion de las ratas en la tarea de

evitacion inhibitoria. El asterisco (*) muestra diferencia estadisticamente significativa

con respecto al grupo vehiculo <0.05.
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7. DISCUSION
Los resultados obtenidos en la presente tesis (Fig. 11B) mostraron que
existieron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo vehiculo y el
grupo que recibié 0.56 ng de AM251. Lo que indica que la administracién de
esta dosis en el estriado anterodorsal produce deterioro en la consolidacion de

la memoria de la tarea de evitacion inhibitoria.

La consolidacion de la memoria es el proceso que permite el paso de la
memoria de corto plazo a memoria de largo plazo, se sabe que para que este
cambio ocurra es necesaria la participacion e interaccién de diferentes
hormonas y neuromoduladores en diversas estructuras cerebrales. Las
estructuras mas estudiadas por su participacion en la formacién de la memoria
son: el hipocampo, que se asocia con el aprendizaje espacial, se sabe que al
ser lesionado el proceso de consolidacién se ve interrumpido (Haines 2002;
Morris, Garrud, Rawlins and O'Keefe 1982), la amigdala, que actia como un
modulador de la consolidacién de la memoria en situaciones emotivas, ya que
la administracion de farmacos o estimulos eléctricos en esta region puede
mejorar 0 deteriorar este proceso (Campolongo et al. 2009; Gold, Hankins,
Edwards, Chester and McGaugh 1975) y el estriado involucrado en la
consolidacion de la memoria de procedimiento, que es aquella informacion que
se forma por la asociacion de un estimulo con una respuesta, se refiere a las

habilidades y habitos (McDonald and White 1993).
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Un paradigma conductual ampliamente utilizado en el estudio de la
consolidacion de la memoria espacial y de procedimiento en roedores es la
evitacion inhibitoria; es una tarea que utiliza como componente aversivo un
choque eléctrico, la rata se coloca en un compartimento iluminado, las ratas
presentan el comportamiento de fotofobia de manera innata, por lo que
cruzaran hacia el compartimento oscuro donde recibiran un choque eléctrico, al
volver a colocar a las ratas en esta camara tendran que evitar la conducta de
dirigirse hacia el lugar mas oscuro para impedir la aparicion del estimulo
aversivo. Esta tarea ha sido una herramienta util para el estudio de la posible
participacion de distintas estructuras y farmacos, durante el desarrollo de la
presente investigacion la evitacion inhibitoria fue Util para estudiar la
participacion de los endocannabinoides del estriado anterodorsal en la

consolidacién de la memoria.

Estudios previos han demostrado la participacién de los endocannabinoides
en la amigdala y el hipocampo, en la consolidacion de la memoria de diversas
tareas que involucran un componente emocional (Campolongo, Ratano,
Manduca, Scattoni, Palmery, Trezza and Cuomo 2012; de Oliveira Alvares et al.
2005; Rueda-Orozco, Montes-Rodriguez, Soria-Gomez, Mendez-Diaz and

Prospero-Garcia 2008).

En el presente estudio utilizamos AM251, el antagonista a los receptores

CB1, trabajos previos con este farmaco demostraron deterioro en la
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consolidacion de la memoria en tareas con componentes aversivos como la
evitacion inhibitoria (Campolongo et al. 2009; de Oliveira Alvares et al. 2005),
condicionamiento de miedo al contexto (Bucherelli, Baldi, Mariottini, Passani
and Blandina 2006) o en tareas en las que la rata obtiene una recompensa
como en el laberinto en T (Rueda-Orozco et al. 2008). Sin embargo en tareas
gue carecen de este componente emocional o de motivacibn como en la tarea
de campo abierto no se encontraron diferencias entre el grupo control y los
grupos a los que se les administré el antagonista AM251 (de Oliveira Alvares et
al. 2005). Lo que sugiere que los endocannabinoides solo participan en la
consolidacion de la memoria de tareas que involucran componentes emotivos.

El resultado de este estudio es acorde con lo publicado en el 2005 por de
Oliveira 'y colaboradores, en donde estudiaron el papel de los
endocannabinoides en la consolidacion de la memoria. Ratas macho adultos de
la cepa Wistar fueron entrenadas en la tarea de evitacion inhibitoria, donde el
estimulo aversivo fue un choque eléctrico de 0.5 mA. Inmediatamente después
del entrenamiento a un grupo de ratas se les inyecto el antagonista del receptor
CB1, AM251 y a otro grupo vehiculo, en el hipocampo dorsal. A las 48 horas se
realizé la prueba de retencién y se encontré que las latencias de retencion de
las ratas a las que se les administrd el antagonista AM251 con la dosis de 5.5
ng fueron significativamente menores que las latencias registradas en el grupo

vehiculo. A otros grupos de ratas se les administraron dosis de AM251 de 0.5
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ng y 55.5 ng, se encontr6 que no mostraron diferencias estadisticamente

significativas con respecto al grupo vehiculo.

En otro estudio, Campolongo y colaboradores en 2009, entrenaron ratas
macho de la cepa Sprague-Dawley en la tarea de evitacion inhibitoria, con un
choque eléctrico de 0.6 mA. Después del entrenamiento se administr6 AM251
en la amigdala basolateral, a las 48 horas se les realizé la prueba de retencion,
al comparar las latencias de retencién encontraron que el grupo de ratas al que
se le administr6 AM251 con la dosis de 0.28 ng presentd latencias
significativamente menores con respecto al grupo control. Lo que concuerda
con los resultados obtenidos en la presente investigacion, donde el grupo de
ratas Wistar que recibié la dosis de 0.56 ng de AM251 administrada en el
estriado dorsal, inmediatamente después de entrenarse en la tarea de evitacion
inhibitoria  mostré latencias de retencion significativamente menores con
respecto al grupo al que se le administré vehiculo. En conjunto los datos
obtenidos por diferentes grupos de investigacion indican que los
endocannabinoides del hipocampo, la amigdala y el estriado son necesarios
para la consolidacion de la memoria de la tarea de evitacién inhibitoria, ya que
el bloqueo de los receptores CB1 inmediatamente después del entrenamiento
provoca deterioro en la retencidn de la tarea y es dependiente de la dosis

utilizada.
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Otra tarea con componente aversivo en la que se ha mostrado la
participacion de los endocannabinoides, es en el condicionamiento de miedo al
contexto, que consiste en colocar a la rata en una caja que esta conectada a un
estimulador de corriente, durante la prueba la rata es colocada en este aparato
pero esta vez sin choques eléctricos, posteriormente se registra el
comportamiento de congelamiento (freezing) de la rata, que consiste en la
ausencia de movimientos voluntarios, indicando que la rata asocia el contexto
de la caja con los choques eléctricos por lo que se considera que aprendio la
tarea. En el afio 2006, Bucherelli y colaboradores estudiaron ratas macho
Wistar que fueron condicionadas en la tarea de miedo al contexto, las ratas
recibieron 7 choques eléctricos de 1 mA durante 1 segundo, inmediatamente
después del entrenamiento fueron tratadas con AM251 (280 pg) administrado
en la amigdala basolateral (BLA). El grupo de ratas al que se le administré el
antagonista permanecio significativamente menos tiempo en “freezing” durante
la prueba de retencidbn en comparacion con el grupo al que se le inyectd
vehiculo. Con lo que se demostrd que el bloqueo de los receptores CB1 en la
amigdala también deteriora el proceso de consolidacion en esta tarea, que al
igual que la evitacion inhibitoria también tiene un componente emocional

aversivo.

En todos los estudios mencionados previamente, en evitacion inhibitoria y
condicionamiento de miedo al contexto se utilizaron intensidades de choques

eléctricos en el rango de 0.5-1 mA, en el experimento piloto de este trabajo se
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utilizé la intensidad de 1 mA, el cual fue un estimulo aversivo fuerte ya que tanto
el grupo vehiculo (n= 16) como al grupo al que se le administr6 AM251 de 0.28
ng (n=8) mostraron medianas de 600 segundos, que es la latencia de retencion
maxima en la tarea de evitacion inhibitoria, es decir ambos grupos aprendieron
la tarea. El uso de una intensidad muy baja (0.1-0.3 mA) podria no ser
recordado por las ratas y un estimulo muy fuerte podria dificultar el proceso de
extincion de la memoria, es por esto que es necesario el uso de un estimulo
gue sea suficiente para ser recordado, pero que a la vez permitiera observar el
deterioro de la memoria, teniendo en cuenta esto se decididé disminuir la
intensidad a 0.6 mA de acuerdo a lo reportado por Campolongo y colaboradores

(2009).

La dosis de AM251 de 0.28 ng no causoO efectos en la consolidacién de la
memoria y la dosis de 0.56 ng provocd un deterioro en la memoria,
concordando con los resultados obtenidos en el estudio de los antagonistas de
endocannabinoides en la memoria, las dosis bajas no producen efectos y las
dosis mas altas deterioran la memoria (Campolongo et al. 2009; de Oliveira
Alvares et al. 2005; Rueda-Orozco et al. 2008). Esta diferencia de resultados
puede deberse a que la dosis méas baja fallé al bloquear suficientes receptores

CB1 en el estriado para evitar su unién con los cannabinoides endégenos.

Las tareas que se utilizan para estudiar la consolidacion de la memoria

emotiva no solo utilizan castigos que produciran una emocion aversiva como la
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evitacion o el miedo, también existen tareas que emplean recompensas como
un componente que motivara al animal. Por su parte, Rueda-Orozco y
colaboradores (2008) entrenaron ratas macho Wistar, en el laberinto T, donde
se coloca comida azucarada como recompensa al final de uno de los brazos, la
rata tiene que aprender a qué brazo girar para obtener la recompensa, posterior
al entrenamiento a un grupo de ratas se les inyecto bilateralmente en el estriado
dorsolateral, a otro grupo en el hipocampo, AM251 (3.2 L) y a un tercer grupo
se les administré vehiculo. Durante las pruebas ambos grupos con AM251
mostraron significativamente mayor numero de respuestas incorrectas con
respecto al grupo vehiculo, indicando que el bloqueo de los receptores de
eCB’s en el hipocampo y el estriado deteriora la consolidacion de esta tarea de
forma similar al deterioro observado en estas estructuras con tareas aversivas
(Bucherelli et al. 2006; Campolongo et al. 2009; de Oliveira Alvares et al. 2005).
El contexto en el entrenamiento tiene influencia en los efectos de los
endocannabinoides, estudios del agonista del receptor CB1 WIN han mostrado
los efectos facilitadores de los endocannabinoides en la consolidacion de la
memoria (Campolongo, Morena, Scaccianoce, Trezza, Chiarotti, Schelling,
Cuomo and Roozendaal 2013; Campolongo et al. 2009; Fuentes-Ibafiez 2015).
Los efectos de los endocannabinoides dependen de las condiciones en las que
se realice el experimento, Campolongo y colaboradores (2013) estudiaron dos
grupos de ratas, un grupo fue manipulado y habituado a la caja de

entrenamiento durante 7 dias, con ausencia de objetos y el otro grupo no fue
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manipulado ni habituado a la caja, es decir fue expuesto por primera vez a la
caja en el entrenamiento de esta tarea cuando ya se habian colocado los
objetos. Después del entrenamiento se inyecto WIN a las ratas de ambos
grupos, a las 24 hrs se realizo la prueba de retencion, los resultados mostraron
que el grupo de ratas no habituadas presentaron efectos facilitadores de la

memoria mientras que el grupo habituado no presenté estos efectos.

En las tareas sin el componente emocional no se ha observado la
participacion de los endocannabinoides. de Oliveira Alvares y colaboradores
(2005), entrenaron ratas macho Wistar en la tarea de habituacion de campo
abierto, este consiste en una caja de 50 cm, donde el entrenamiento la rata es
colocada por 3 minutos, se cuantifica el niUmero de cruces y el movimiento entre
los sectores, asi como el tiempo que pasa en medio de la caja, inmediatamente
después del entrenamiento, a un grupo de ratas se le administré vehiculo, y a
los otros 3 grupos se les administr6 AM251 con diferentes dosis 0.55 ng, 5.5 ng
y 55 ng, las inyecciones fueron bilateralmente en el hipocampo dorsal y a las
24 h se realizé la prueba, se consideré que el animal aprendié y se habitué al
campo si en la segunda sesion pasé menos tiempo explorando y moviéndose
entre los sectores, si la rata no aprendié tuvo un comportamiento similar al que
tuvo en la primera exposicion al campo. Los resultados no mostraron
diferencias significativas entre el vehiculo y las diferentes dosis de AM251, a
pesar de que este equipo de trabajo habia encontrado deterioro con la dosis de

5.5 ng en la tarea de evitacion inhibitoria (de Oliveira Alvares et al. 2005), por lo
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gue dedujeron que los endocannabinoides no participan en la consolidacién de

esta tarea cuya caracteristica principal es no tener un componente emocional.

Un modelo de la posible explicacion de los efectos de los endocannabinoides
en el proceso de la consolidacion de la memoria fue propuesta por Hill y
McEwen (2009) quienes sugieren que la participacion de los
endocannabinoides en la consolidacion de la memoria en tareas emotivas,
puede deberse a la interaccion de estos neuromoduladores con las hormonas
glucocorticoides y noradrenalina. Ante la exposicion a un estresor se libera el
Factor Liberador de Corticotropina, que da inicio a la cascada de sefalizacion
del eje HHA, esto conlleva a la sintesis y liberacion de glucocorticoides (Guyton
and Hall 2011), a su vez los glucocorticoides inducen la sintesis de los
cannabinoides enddgenos, los cuales se unen a receptores CB1 presinapticos.
Cuando los endocannabinoides se unen a receptores en células
glutamatérgicas inhiben la liberacion de glutamato y si se unen a terminales
GABAérgicas inhiben la liberacion de GABA (Auclair, Otani, Soubrie and Crepel
2000; Wilson, Kunos and Nicoll 2001), ambos neurotransmisores son
inhibidores de noradrenalina, por lo que al reducir la liberacion de estos,
aumenta la actividad noradrenérgica, facilitando la consolidacién de la memoria

de experiencias emocionales (Atsak et al. 2012).

Ha sido ampliamente reportada la participacién de los glucocorticoides y de

la noradrenalina en la facilitacion de la consolidacién de la memoria (Medina et
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al. 2007; Roozendaal 2000; Sanchez-Resendis, Medina, Serafin, Prado-Alcala,
Roozendaal and Quirarte 2012) sin embargo no se observan los efectos
facilitadores de los glucocorticoides al administrarse CORT de manera
sistémica y el antagonista AM251 en la amigdala basolateral (Campolongo et al.
2009), esta misma situacion podria estar ocurriendo en el estriado, ya que se
han observado efectos facilitadores de CORT en la tarea de evitacion inhibitoria
cuando se administra en el estriado. En ratas que fueron entrenadas en la tarea
de evitacidn inhibitoria (0.45 mA) a las que se les administr6 CORT 3 mg/kg de
manera sistémica mostraron una mejora en la retencion, pero en aquellas que
ademas de la CORT se les inyectd AM251 en el estriado anterodorsal con la
dosis de 0.56 ng/ul, no presentaron el efecto facilitador de la memoria (Siller

Pérez, Serafin, Campolongo, Prado-Alcala, Roozendaal and Quirarte 2014).

Por primera vez se estudio la posible participacion de los endocannabinoides
estriatales en la consolidaciéon de la memoria de una tarea de evitacion
inhibitoria, los experimentos de este trabajo sugieren que los receptores a
endocannabinoides del estriado participan en la consolidacién de la memoria en
una tarea aversiva, ya que el blogqueo de los receptores CBL1 tiene un efecto de
deterioro en este proceso. Los endocannabinoides estriatales al igual que los
hipocampales y amigdalinos son reclutados en respuesta a niveles elevados de
glucocorticoides, que son liberados en respuesta a estrés, los
endocannabinoides disminuyen los niveles de estas hormonas, ayudando a

mantener un balance homeostatico, esto tiene especial importancia ya que los
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efectos facilitadores de los glucocorticoides en la consolidacion de la memoria
tienen una relacion dosis dependiente con forma de U invertida, por lo que el
sistema endocannabinoide al modular la liberacion de glucocorticoides participa
en la modulacion del estrés. La interaccion de los endocannabinoides con los
glucocorticoides y con la norepinefrina en el proceso de la consolidacion de
experiencias emocionales es importante, ya que en la naturaleza es necesaria
una respuesta emocional adecuada ante situaciones aversivas para el éxito y
supervivencia de un organismo, niveles elevados de estrés podrian interferir
con los procesos cognitivos y/o con la capacidad para reaccionar
apropiadamente ante una situacidon de peligro, por lo que los efectos
moduladores del estrés y facilitadores de la memoria de los endocannabinoides

son procesos indispensables de investigar.



49

8. CONCLUSION

El presente trabajo demuestra que los receptores a endocannabinoides del tipo
CB1 estriatales participan en la consolidacion de la memoria de la tarea de

evitacion inhibitoria.
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