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1. Introduccién

1.1 El aprendizaje y la memoria

El aprendizaje y la memoria son propiedades del sistema nervioso que se
encuentran intimamente relacionados. Para formar una nueva memoria se requiere
del aprendizaje, que es el proceso por el cual un organismo puede adaptarse a las
variables de su medio ambiente, produciendo cambios en el sistema nervioso como
resultado de la adquisicién de experiencias, mientras que la memoria es el proceso
por el que el conocimiento es codificado, almacenado y posteriormente recuperado
(Morgado-Bernal, 2011; Kandel, 2014). Sin embargo, Erick Kandel menciona que:
“No hay memoria sin aprendizaje, pero hay aprendizaje sin memoria”, aludiendo que
podemos aprender cosas y olvidarlas inmediatamente, lo anterior se relaciona con
la clasificacién de la memoria de acuerdo con el tiempo, es decir, en memoria de

corto plazo y memoria de largo plazo (Atkinson y Shiffrin, 1968).

La memoria de corto plazo es efimera, tiene una retencién limitada que dura minutos
u horas, después de ello es olvidada con facilidad; mientras que la memoria de largo
plazo puede almacenar grandes cantidades de informacion y requiere transcripcion
de genes, crecimiento sinaptico en las terminales pre- y post sinapticas, asi como
sintesis de nuevas proteinas ( Montarolo et al., 1986; Bailey y Chen, 1989; Kandel,
2001). Para que la memoria de corto plazo se transforme en memoria de largo plazo,
se requiere del proceso de consolidacion, el cual involucra la plasticidad sinaptica,

gue depende de cascadas clave de sefializacidbn moleculares (Asok et al., 2019).

La memoria de largo plazo se subclasifica en: memoria declarativa o explicita, que
a su vez se subdivide en episddica y semantica, y en memoria no declarativa o
implicita (Tulving, 1972; Morgado, 2005; Kandel, Dudai y Mayford, 2014).

La memoria declarativa corresponde al tipo de memoria que permite recordar
acontecimientos, numeros, hechos, detalles de un recuerdo y requiere de un
esfuerzo consciente.

La memoria episddica o autobiografica hace referencia a los acontecimientos y

experiencias personales, mientras que la memoria semantica es para hechos, como
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el conocimiento objetivo adquirido en la escuela y libros. La formacion y
recuperacion de la memoria declarativa ocurre a través del I6bulo temporal,
incluyendo el hipocampo (Brem, Ran y Pascual-Leone, 2013; Aguirre, 2015).

Por otra parte, la memoria implicita almacena habilidades motoras y es
inconsciente, se adquiere a través de la repeticion y se expresa normalmente en la
ejecucion. Diferentes estructuras intervienen en su formacion de acuerdo al tipo de
memoria implicita que corresponda, el estriado (procedimental), la neocorteza
(priming), la amigdala y el cerebelo (aprendizaje asociativo) y las vias reflejas

(aprendizaje no asociativo) (Milner, Squire y Kandel, 1998).

Memoria a largo plazo

Declarfat.wa MNo declarativa o implicita
o explicita
Aprendzaje Aprendzaje
Episadica || Semantica [Procedimental}[ Priming J[ apsociativi) ][ nopasociatijvo ]
. i Fespuesta | Respuesta . .
Labulo temporal Estriado MNeocorteza motora amacional Wias reflejas

Amigdala Cerebelo

Fig. 1. Clasificacién de los tipos de memoria a largo plazo. Tomado y modificado de Kandel,
Schwartz y Jessell, 2000; Paul, Magda y Abel, 2009.

Para la formacion de una nueva memoria se requiere de un proceso secuencial que
involucra tres momentos: 1) la Adquisicion de nueva informacién (codificacion), que
es el procesamiento inicial de la informacion que involucra un aumento en la
transmision glutamatérgica entre neuronas, 2) la Consolidacion de la informacién y,
finalmente 3) la Recuperacion o memoria de la informacion, es decir, traer de nuevo

al presente la informacion que se adquirio y almaceno.



Consolidacién

Adquisicion Recuperacion

Fig. 2. Formacion de una nueva memoria. La formacion de una nueva memoria requiere de la

adquisicién, consolidacion y recuperacién de la informacion.

La consolidacion sinaptica que permite la transicion en la memoria de corto a largo
plazo, implica la transcripcion de genes, proteinas y crecimiento sinaptico
(Montarolo et al., 1986); resulta del inicio de cascadas de sefalizacion mediadas
por la potenciacion a largo plazo (PLP), que es modulada por los receptores a
glutamato tipo, a-amino-5-hidroxi-3-metil-4-isoxazol &cido propionico (AMPA) y N-
metil D-aspartato (NMDA), las sefiales que se originan en la membrana post-
sinaptica sirven como reguladores positivos en las etapas iniciales y tardias de la

PLP y la consolidacion de memoria.

Los recuerdos a corto plazo requieren una mayor liberacion de glutamato
presinaptico, que modifica la actividad de receptores a glutamato, la unién de
glutamato al receptor AMPA permite la entrada de Na* que despolariza a la célula,
provocando la eliminacion de Mg?* que bloquea a los receptores NMDA.
Simultdneamente, la unién de glutamato al receptor NMDA, permite que el Ca?*
ingrese a la neurona postsinaptica. El flujo masivo de Ca?* activa varias proteinas
quinasas (Ca?*/Calmodulina dependientes de quinasas — CaMKs, fosfolipidos
dependientes de quinasas — PKC, PKA y MAPK) (Kessels y Malinow, 2009; Herring

y Nicoll. 2016). La activacion de calcio/calmodulina proteina quinasa Il (CaMKIl),



activa al receptor AMPA para glutamato y la produccion de la quinasa A (PKA) en

el citoplasma altera la trasmision sinaptica.

Por el contrario, en la memoria a largo plazo, el complejo Ca?*/calmodulina activa la
enzima adenilciclasa, que promueve la formacion de AMPc, que a su vez activa a
la PKA gue actia en combinacién con la proteina quinasa activada por mitbgenos
(MAPK) sobre la proteina de union al elemento de respuesta CREB-1 para su
fosforilacion y, por lo tanto, se activa la expresion génica requerida para la memoria
a largo plazo. La respuesta mediada por CREB, puede ser modulada por varias
quinasas (PKA, CaMKII, CaMKIV, MAPK y PCK) (Asok et al., 2019). La activacion
de factor de transcripcion CREB regula la transcripcion de c-fos y la neurotrofina

BDNF ademas de participar en el crecimiento de nuevas espinas dendriticas.
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\AAA
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PKA —({ MAPK  —» _’-
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Fig. 3. Vias moleculares de la memoria. La activacion de la PLP inicia cascadas de sefializacion
para la sintesis de nuevas proteinas y cambios estructurales. CAMKII: Calcio/calmodulina proteina
quinasa Il; PKC: Proteina quinasa C; PI3K: Fosfoinositol 3-quinasa; AMPc: Adenosin monofosfato
ciclico; PKA: Proteina quinasa C; MAPK: Proteina quinasa activada por mitégenos; CREB-1:

Proteina de union al elemento sensible a AMPc.
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1.2 La memoria espacial

La memoria espacial corresponde a la memoria episédica, que es un subtipo de
memoria declarativa, ya que la informaciéon es almacenada dentro del marco
espacio—tiempo (Morellini, 2013; Aguirre, 2015). Este tipo de memoria se adquiere
a través del comportamiento exploratorio y permite reconocer, codificar, almacenar
y recuperar informacion acerca de la ubicacion de objetos, rutas especificas, y
localizaciones espaciales, estos elementos proporcionan a cualquier organismo la

capacidad de desarrollarse en nuevos entornos.

La informacion que se obtiene de un espacio esta organizada por dos tipos de
sistemas: el sistema taxon y el sistema local (O"Keefe y Nadel, 1978). El primero se
basa en estrategias egocéntricas, es decir, el sujeto funciona como su propio punto
central de referencia por lo que las posiciones de otros objetos se relacionan
directamente con la posicion del sujeto en el espacio. El segundo hace referencia a
estrategias alocéntricas, es decir, depende de las sefales espaciales, la ubicacién
de un objeto se establece por un sistema de coordenadas que son independientes
del sujeto (Paul, Magda, y Abel, 2009; Bannerman et al., 2014) .

Con lo que respecta a la resolucion de laberintos, se emplean estrategias
alocéntricas, ya que los roedores crean representaciones globales del entorno para
ubicar el objeto meta dentro del laberinto, formando mapas cognitivos (Tolman,
1948), que son mantenidos en el hipocampo, especificamente en las células de
lugar como unidad béasica funcional, ya que aumentan su velocidad de disparo
cuando un animal se encuentra en una ubicacién espacial especifica (O'Keefe y
Conway, 1978).

1.3 Laformacion hipocampal

El hipocampo es la estructura cerebral relacionada con la memoria espacial, que
fue sugerido en la teoria del mapa cognitivo de O"Keefe y Nadel (1978). Diferentes

estudios evidencian su importancia en este tipo de memoria, como los reportes a



partir del paciente H.M (Squire y Wixted, 2011).

Las estructuras importantes son el hipocampo propiamente dicho que consta de los
cuernos de Amon (CA1, CA2 y CA3), la circunvolucion dentada o giro dentado (GD),
el complejo subicular y la corteza entorrinal (Qque en conjunto comprenden la
formacion hipocampal) y las areas corticales adyacentes (corteza perirrinal y
parahipocampal) (Milner, Squire, y Kandel, 1998; Aguirre, 2015). La formacion

hipocampal en el cerebro de raton se extiende sobre el eje rostro-caudal y

posteriormente hacia el eje dorsoventral, formando una invaginacion (Strange,
Witter, Lein, y Moser, 2014).

~.

Ventral

O Hipocampo Q Corteza Entorrinal GD

Fig 4. Estructura hipocampal en el cerebro de ratén. A) La formacion hipocampal se extiende
sobre el eje rostro-caudal y posteriormente hacia el eje dorsoventral. B) Por medio de un corte
coronal se muestra el hipocampo que consta de las regiones CAl1, CA2 y CA3, y el GD. Tomado y
modificado de Strange, Witter, Lein, y Moser, 2014.

Las regiones del CA1, CA2, CA3y el GD, estan comunicadas a través del circuito
trisinaptico (Fig. 5), cuya primera conexién es constituida por la proyeccion cortico-
hipocampal, denominada via perforante, en la cual, la capa Il de la corteza entorrinal
(medial y lateral) envia proyecciones a la capa molecular del GD y al CA3, y la capa
Il a las células piramidales de CALl. En la segunda conexion, las células granulares
del GD se proyectan a través de las fibras musgosas (via de las fibras musgosas) a
las células piramidales del CA3, y en la tercera conexion, las células piramidales del
CAS3 proyectan hacia si misma, asi como a CAl a través de las colaterales de

Schéfer. Finalmente, CAl funciona como salida primaria del hipocampo al



proyectarse hacia el subiculo y a la corteza entorrinal (Knierim, 2015; Hunsaker y
Kesner, 2018).

S—
Colaterales de Schifer CE

Giro dentado

Via perforante

Fibras musgosas

Fig. 5. Circuito neuronal en el hipocampo de roedores. La corteza entorrinal (CE) (lateral y
medial) proyecta hacia el GD a través de la via perforante. El GD envia proyecciones a las células
piramidales en CA3 a través de las fibras musgosas y las neuronas piramidales de CA3 transmiten
la informacion a las neuronas piramidales de CA1l a través de las colaterales de Schafer. CAl envia
proyecciones a la CE. CA3 también recibe proyecciones directas de la capa Il de la CE, asi como
CA1 recibe proyecciones de la capa lll de la CE. Tomado y modificado de Deng, Aimone, y Gage,
2010.

Estudios sugieren diferencias importantes en la funcion de las regiones
hipocampales. Por ejemplo, la lesion del GD en ratas sugiere su importancia en la
codificacion de la informacién, mas no en la formacion de la memoria (Kesner,
Taylor, Hoge, y Andy, 2015), ademas, presenta la capacidad para la neurogénesis,
tanto en condiciones normales como patoldgicas (Kesner, 2018). Lesiones en la
region CA3 exhiben déficit en la codificacion de la informacion, pero no en la
recuperacion, asi como su importancia en los procesos de la memoria espacial,
especificamente en la consolidacion de la misma (Florian y Roullet, 2004; Jerman,

Kesner, y Hunsaker, 2006). Respecto a CA2, se ha considerado solo la regién de



conexion entre CA3 y CAl, sin embargo, a partir de nuevos estudios se le ha
considerado como entrada moduladora que procesa informacion de la corteza
entorrinal y CA3 (Benoy, Dasgupta, y Sajikumar, 2018). Por ultimo, lesiones en la
region CA1 también describen su importancia en la codificacion y recuperacion de

la informacién espacial (Tsien, Huerta, y Tonegawa, 1996)

Las diferencias entre las regiones no solo se limitan por su funcion, sino también
por la naturaleza de sus células, por ejemplo, se sabe que las células granulares
del GD son mas resistentes a condiciones ofensivas que las células piramidales de
la region CA1 (Alkadhi, 2019).

Asi mismo, la induccién de la PLP es esencial para codificar asociaciones de
eventos y ubicaciones especificas dentro de un mapa especifico (Martin, Grimwood
y Morris, 2000). En el primer estudio para conocer el papel de la PLP en las formas
del aprendizaje dependiente del hipocampo, Morris y colaboradores (1986), usaron
ratas tratadas con un antagonista del receptor NMDA para bloquear la formacién
de la PLP en el hipocampo y consecuentemente la capacidad del animal para

aprender una nueva ubicacién espacial en el laberinto de agua.

1.4 El laberinto de Barnes

Los laberintos son modelos experimentales empleados para la evaluacion de la
memoria espacial en roedores, ejemplo de ello es el Laberinto de Barnes (LB), que
fue creado por Carol Barnes. A pesar que el dispositivo fue originalmente disefiado
para ser utilizado por ratas, experimenté modificaciones para también ser empleado
en ratones, y se le ha considerado apropiado para esta especie por su capacidad
para encontrar y escapar a través de pequefios orificios (Paul, Magda y Abel, 2009).
Este dispositivo permite medir si un factor aberrante (mutacidon genética, variable
ambiental, etc.) afecta la adquisicion y retencion de recuerdos espaciales, también
proporciona informacién acerca del comportamiento exploratorio del ratén y de la

motivacion para escapar de la plataforma del laberinto.



Si bien existen otros laberintos para la evaluacion de la memoria espacial, estos
utilizan fuertes estimulos aversivos como refuerzo, como la privacién de alimentos
o0 el estrés inducido por natacion forzada en el caso del laberinto de Morris, aunque
el LB proviene de la idea del laberinto acuatico de Morris, presenta ventajas sobre
éste al ser menos estresante, causando niveles menos elevados de corticosterona

en ratones (Harrison, Hosseini y McDonald, 2009).

El LB consiste en que los roedores aprendan la ubicacion del agujero de escape
seleccionado por el investigador, con el fin de escapar de la plataforma brillante y
abierta. Se aplica un estimulo aversivo débil (luz y la propia altura del dispositivo)
para aumentar la probabilidad de que el roedor escape de la plataforma. El protocolo
empleado en el LB consiste en la fase de habituacion, la fase de entrenamiento en
la cual el raton recibe numerosas pruebas para aprender la tarea y la fase de prueba
gue se puede realizar después de 24 horas del ultimo ensayo, en la cual se prueba
al roedor para recordar lo aprendido previamente, si la tarea fue adquirida
correctamente habra una disminucién en la latencia de escape (Attar et al., 2013;
Ingersoll et al., 2018).

1.5 La vesicula sinaptica

La comunicacion entre la terminal presinaptica y la terminal postsinaptica por
estimulos eléctricos o quimicos es denominada sinapsis. En la mayoria de los
casos, la terminal presinaptica es localizada en las terminales axdnicas, en donde
se encuentran los neurotransmisores (estimulo quimico) almacenados en vesiculas
sinapticas. La terminal postsinaptica es localizada en la superficie del cuerpo celular
de la dendrita, en cuya membrana se encuentran los receptores de
neurotransmisores. La liberacion de los neurotransmisores es mediada por la
vesicula sinaptica (VS), que es el principal mecanismo de transferencia de
informacion neuronal (Sudhof, 2004). La VS es pequefia (radio de 17-22 nm) y
almacena neurotransmisores no peptidicos como glutamato, acetilcolina, glicina,

etc. En la membrana de las VS se encuentran diferentes proteinas (Fig. 6)



involucradas en la fusion de su membrana con la membrana de la terminal
presinaptica para liberar los neurotransmisores, asi como para su posterior

endocitosis y reciclaje.

Sinapsina

Bomba de
protones

Vesicula Sinaptica

Fig 6. Proteinas de la vesicula sinaptica. En la membrana de la vesicula sinaptica se ubican
diferentes proteinas involucradas en el ciclo de la vesicula sinaptica como VAMP/Sinaptobrevina,
gue es parte del complejo SNARE. Sinaptotagmina, componente de acoplamiento a los sitios de
liberacién al interactuar con el complejo SNARE. Rab3, que participa en la regulacion y
disponibilidad de las vesiculas. Ademés estan presentes otras proteinas como Sinapsina, SV2 y
Sinaptofisina.

Dichas proteinas realizan un papel fundamental en el ciclo exo-endocitético de la
VS (Fig. 7), que comprende: 1) la captacion de neurotransmisores en las vesiculas
sinapticas, 2) la orientacion de las VS a los sitios de lanzamiento, 3) el acoplamiento
(Docking) de la membrana de la VS a la zona activa, 4) el cebado o pre-activacion,
que es la preparacion para fusionarse con la membrana plasmética a la llegada del
impulso de Ca?*, 5) la fusién (exocitosis), es decir, la liberacién del contenido de la
VS, y 6) la endocitosis, que se refiere a la recuperacién de la membrana de la VS

(Sudhof, 2004, Valtorta, Pennuto, Bonanomi, y Benfenati, 2004).
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Fig 7. Mecanismo de liberacién de neurotransmisores y reciclaje de vesiculas sinépticas. 1)
Acoplamiento. Se muestran las proteinas de la VS en contacto con el complejo SNARE (Sintaxina,
SNAP25, y VAMP) vy los efectores de SNARE (MUNC). 2) Pre-activacion. Sinaptofisina detecta el
aumento de las concentraciones presinapticas de Ca?*. Las proteinas del complejo cambian su
conformacion e induce a la VS a fusionarse con la membrana plasmatica. 3) Fusién y liberacion. La
VS libera los neurotransmisores. 4) Endocitosis. La VS vacia es recubierta con clatrina y la escisién
de la membrana plasmética es impulsada por dinamina. Tomado y modificado de Abad-Rodriguez y
Diez-Revuelta, 2015.

1.6 Sinaptofisina

Sinaptofisina (Syp) es una glicoproteina transmembrana que se encuentra en
vesiculas presinapticas de las células nerviosas, es la mas abundante en masa,
representado aproximadamente el 10% de la proteina vesicular total (Takamori et
al., 2006). Pertenece a una familia de proteinas con cuatro dominios transmembrana
gue incluye Sinaptogirina y SCAMP (Sudhof et al., 1987). Syp es expresada en dos
isoformas en el cerebro, Syp | y Syp Il (también llamada sinaptoporina) (Fykse et
al., 1993). La primera se encuentra ampliamente distribuida en las &reas cerebrales,
mientras que la segunda esta limitada en algunas areas como el prosencéfalo y

lamina I-Il de la médula espinal (Marqueze-Pouey et al., 1991; Sun et al., 2006).

Su localizacion en las terminales presinapticas, permite que sea empleada en la

cuantificacion de sinapsis y con frecuencia se considera un marcador de densidad
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sinaptica (Takamori et al., 2006). Respecto a su funcion es variada, puesto que Syp
esta involucrada en aspectos de la exo-endocitosis de la VS. En la parte exocitética,
Syp detecta las concentraciones presinapticas de Ca?*; y actia como regulador
negativo de la fusién de vesiculas al unirse con Sinaptobrevina e impedir su
disponibilidad para formar el complejo de fusion SNARE VAMP/Sinaptobrevina
(Pennuto et al., 2002). Respecto al proceso endocitético, interacciona con dinamina
en el sitio de liberacion de forma dependiente de calcio para promover la
recuperacion rapida de vesiculas sinapticas no dependientes de clatrina (Daly y Ziff,
2002).

La Syp es la principal fosfoproteina de tirosina en la VS, ya que en su dominio
citoplasmatico C-terminal contiene nueve repeticiones de pentapéptidos que
comienzan con un residuo de tirosina (Sudhof et al., 1987), la fosforilacion es
intravesicular y es mediada por la tirosina quinasa src. A partir de ello, se ha
sugerido que la fosforilacion de tirosina de Syp es requerida para la PLP. Si bien la
importancia de la fosforilacion de tirosina en la PLP es de caracter postsinaptico,
dado que src es necesaria para la inducciéon de la PLP en CAl a través de la
regulacion positiva del receptor NMDA (Purcell y Carew, 2003; Kalia, Gingrich, y
Salter, 2004), Mullany y Lynch (1998), hallarén que la fosforilacion de Syp aumentd
en paralelo con la liberacion de glutamato en sinaptosomas obtenidos de cortes de
hipocampo previamente estimulado, asi como otros estudios demuestran una
disminucion de Syp en regiones del hipocampo o Giro Dentado, a partir de lesiones
neuronales (Sun et al., 2007) o relacionado con la edad (Smith et al., 2000). En
contraste, otros estudios reportan el incremento de la expresion de Syp en modelos
de Alzheimer (King y Arendash, 2002), después de estrés crénico en neuronas
hipocampales y después de una situacion de estrés en el laberinto de Morris (Gao
et al., 2006; Benice et al., 2006), posiblemente por un mecanismo compensatorio

del deterioro cognitivo.
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1.7 El modelo de Rotenona

La rotenona (ROT) es un pesticida natural que pertenece a la familia de los
rotenoides, compuestos citotoxicos naturales extraidos de plantas de las especies
Lonchocarpues, Derris, Thephrosia y Mundulea. Su uso es variado, ya que es
utilizado como control de insectos en huertos, de piojos y garrapatas en mascotas,
asi como piscida, entre otros, sin embargo, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) la ha clasificado como un pesticida de clase Il moderadamente peligroso

(OMS, 1988).

Fig 8. Rotenona. En A se presenta la molécula de rotenona, asi como las plantas de las cuales es
extraida la rotenona: B) Lonchocarpues C) Derris D) Mundulea y E) Thephrosia.

En los ultimos afios, la ROT ha tenido gran relevancia ya que se han relacionado
con enfermedades neurodegenerativas con su exposicion (Betarbet et al., 2000;
Spivey 2011; Hancock et al., 2008; Wang et al., 2018). Por esta razén, desde la
década de 1980 se utilizo por primera vez en la investigacion de la Enfermedad de
Parkinson (Heikkila et al., 1985), y hasta la fecha es utilizada como una sustancia
experimental para reproducir disfuncion mitocondrial y reproducir caracteristicas de

enfermedades neurodegenerativas en modelos animales. La ROT, es altamente
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lipdfilica, por lo que atravesa facilmente todas las membranas biologicas, incluida la
barrera hematoencefalica, ya que es independiente de transportadores para su
entrada a las células (Talpade et al., 2000; Martinez y Greenamyre, 2012).

La toxicidad de la ROT se debe a que es un potente inhibidor del complejo
mitocondrial | (Fig. 9) (Singer y Ramsay, 1994; Xiong et al., 2012), que provoca una
reducida produccion de ATP y conduce a la perdida neuronal, asi mismo, altera la
sefalizacion de calcio y reduce enzimas antioxidantes como glutation, que es la
defensa principal para cualquier dafio oxidativo, por lo que la disminucion en sus
niveles produce directamente la aparicion de estrés oxidativo que en consecuencia
conduce a la muerte neuronal (Betarbet et al., 2006; Xiong et al., 2012; Verma et
al., 2018). Asi mismo, el papel inhibidor en la polaridad neuronal afecta al
citoesqueleto, ya que la rotenona se une reversiblemente a la tubulina para prevenir
el emsamblaje de los microtubulos, implicando la despolimerizacion de los
microtubulos que produce la interrupcion del transporte vesicular a través de los los
mismos, provocando por consecuencia la acumulacion de vesiculas sinpticas
(Bisbal y Sanchez, 2019).

Rotenona 1 Despolimerizacion

de microtubulos

Tubulina

NADH NAD®

Fig. 9. Mecanismo de accion de larotenona. La rotenona atraviesa la membrana celular y entra
en la mitocondria inhibiendo el complejo mitocondrial I, lo que provoca la generacion de ROS, asi
como la liberacion de Cit C y activa las caspasas que inducen la apoptosis. De igual manera
interactua con la tubulina uniendose al sitio de colchicina, alterando la polimerizacién de los
microtubulos. Tomado v modificado de Bisbal v Sanchez. 2019.
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Estudios realizados en modelos animales revelan el efecto adverso de la exposicion
o administracién de rotenona en diferentes areas del cerebro. En el trabajo de
Bhurtel y colaboradores (2019), al administrar a ratones C57BL/6 con rotenona (2.5
mg/kg v.ip) por 6 dias, hubo neurodegeneracion en las regiones del CA3 y GD del
hipocampo de los ratones después del tratamiento con rotenona, evidenciado por
medio de la tincién de Fluoro Jade C, al haber un incremento de neuronas positivas

en comparacion con los ratones control o tratados con MPTP (Fig. 10).

20x

Control

Rotenona

MPTP

Fig. 10. Neurodegeneracién del hipocampo después del tratamiento con rotenona. La
neurodegeneracion fue evidenciada por la tincion de Fluoro Jade C, las micrografias muestran un
incremento en el nimero de neuronas positivas en las regiones del CA3 y GD. Tomado y modificado
de Bhurtel et al., 2019.



Asi como también produce cambios en la actividad eléctrica del hipocampo,
reduciendo la actividad neuronal, y generando un incremento de neuronas no
reactivas y por lo tanto, disminucién del funcionamiento singptico (Darbinyan et al.,
2017).

Por otro lado, pocos han sido los estudios realizados en relacion con la evaluacion
del aprendizaje y la memoria y especificamente de la memoria espacial, sin
embargo, existe evidencia acerca del deterioro de la memoria espacial evaluada en
la prueba de laberinto en T elevado, después de administrar ROT durante cinco dias
por via subcutanea (3 mg/kg) a ratas macho Wistar (Fig. 11) (Linard-Medeiros et al.,
2015); asi como se evidencian alteraciones en la memoria de ratas Wistar por medio
de la prueba de reconocimiento de objetos, en un modelo de toxicidad inducido por
la administracion bilateral intranigral de ROT (12u/pL) (Dos Santos et al., 2013).

100
©
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Control Rotenona 150 600
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Fig. 11. Efecto delarotenonaen el rendimiento de la memoria espacial medido en el laberinto
en T elevado. p< 0.05 * Estadisticamente significativo en comparaciéon con el grupo rotenona.
Tomado y modificado de Linard-Medeiros et al., 2015.

También se ha investigado la accion de la rotenona sobre la expresion de
Sinaptofisina I, sin embargo, aun no hay estudios que evallen la expresion de este

marcador en la region hipocampal, aunque si en regiones como el estriado o la
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substancia nigra, dando como resultado que la administracion de rotenona (3 mg/kg)
por via subcutanea durante ocho dias a ratas macho wistar, disminuye la expresion
de Syp en el estriado (Fig.12) (Serrano-Garcia et al., 2018).
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Control Rot DHA + Rot DHA

Fig. 12. Efecto de la rotenona y del 4cido docosahexaenoico (DHA) sobre la expresion de
Sinaptofisina I. Imagenes representativas de A) Sinaptofisina en el estriado. B) Cuantificacion de
Sinaptofisina | en el estriado. Tomado y modificado de Serrano-Garcia et al. 2018.
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2. Justificacion

La rotenona es utilizada como neurotéxico para el estudio de enfermedades
neurodegenerativas (Betarbet et al., 2000; Hancock et al., 2008; Wang et al., 2018),
ya que se ha comprobado que es un inhibidor potente del complejo mitocondrial |
(Singer y Ramsay, 1994; Xiong et al., 2012), que afecta el funcionamiento celular,
produciendo disfuncibn mitocondrial, estrés oxidativo, estrés nitrosativo y
neuroinflamacion (Abdin y Hamouda, 2008; Khadrawy et al., 2017; Wang et al.,
2018), que pueden conducir a la muerte neuronal, y a los sintomas de
enfermedades neurodegenerativas. Asi mismo, se ha reportado el efecto adverso
de la rotenona sobre el hipocampo (Darbinyan et al., 2017; Verma et al., 2018),
mostrando ser mas susceptible a su exposicion en las regiones del CA3y el GD al
presentar alto porcentaje de muerte neuronal comparado al uso de MPTP (Bhurtel
et al., 2019). Presumiblemente las células hipocampales son de las méas vulnerables
al estrés oxidativo (Wilde et al., 1997; Wang et al., 2005), y en consecuencia, a sufrir
deterioro en el aprendizaje y la memoria. Diversos estudios han informado sobre el
dafio de la memoria en ratas tratadas con rotenona, misma que se ha evidenciado
mediante la prueba de reconocimiento de objetos (Dos Santos et al., 2013), asi
mismo, un estudio inform6 un defecto en la memoria espacial en ratones por
exposicion a este neurotoxico (Linard-Medeiros et al., 2015).

Por otro lado, la Syp se ha utilizado como un marcador para la cuantificacién de la
sinapsis, permitiendo que la alteracion de la sinapsis por un dafio en el sistema
pueda ser dilucidado con este marcador (Schmitt et al., 2009). También, se ha
utilizado a Syp como un marcador proteico de plasticidad sinaptica, por lo que la
perdida de esta proteina en las vesiculas presinapticas del hipocampo se
correlaciona con el deterioro cognitivo (Schmitt et al., 2009), por otro parte, también
se han reportado estudios en donde en condiciones negativas la expresion de Syp
aumenta (Gao et al., 2006; Benice et al., 2006).

Considerando lo anterior, resulta relevante determinar si una administracion de
rotenona afecta los procesos de adquisicion, consolidacién o recuperacién de una
tarea espacial, asi como si la toxicidad de la rotenona modifica la expresion de la

Sinaptofisina | en el hipocampo de ratén.
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3. Hipotesis

La administracion aguda de rotenona por via intraperitoneal deteriora el aprendizaje
y la memoria espacial y, disminuye la expresion de Sinaptofisina I.

4. Objetivo general

Determinar el efecto de la administracion aguda de rotenona sobre el aprendizaje y
la memoria espacial, asi como de la expresion de Sinaptofisina | en ratén.

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la administracion aguda de rotenona en dosis de 1 mg/kg
sobre la adquisicidn, la consolidacion y la recuperacion en una tarea espacial.

2. Determinar el efecto de la administracibn aguda de rotenona sobre la
expresion de Sinaptofisina | en el hipocampo.
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7. Metodologia

Sujetos experimentales

En este trabajo se emplearon 42 ratonas de la cepa CD1 provenientes del Bioterio
“Claude Bernard” de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, las cuales
fueron alojadas en el vivario del Laboratorio de Neuroquimica y manejadas bajo las
estipulaciones de la Norma Oficial Mexicana 062 (NOM-062-Z00-199) (Diario
Oficial de la Federacién. Estados Unidos Mexicanos 2001). Durante su estancia en
el vivario, fueron colocadas en cajas de acrilico (4 por caja), teniendo acceso libre
a alimento y agua, y manteniendo condiciones de ciclos de luz-oscuridad de 12/12
horas, temperatura de 24 + 2 °C y humedad relativa de 45 + 10% de humedad.

Los sujetos fueron aleatorizados para la formacion de los siguientes grupos
experimentales: Adquisicion, Consolidacion y Recuperacion, cada uno con su
respectivo grupo Vehiculo (n=7) (DMSO-PEG 1:1; v.ip.) y Rotenona (n=7) (1mg/kg;
v.ip.).

Preparacién de soluciones
Vehiculo

Se prepar6é una mezcla en relacion 1:1 de Dimetil Sulféxido (DMSQO) 2.5 mL y
2.5 mL de Polietilenglicol (PEG) para obtener un volumen total de 5 mL.

Posteriormente se almacend a temperatura ambiente hasta su uso.
Rotenona

Se pesaron 0.75 mg de rotenona que fueron disueltos en 2.5 mL de vehiculo PEG
y DMSO 1:1, obteniendo una concentracion de 0.6 mg/ml. La rotenona fue

almacenada en microtubos a -20°C hasta su uso.
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Laberinto de Barnes

El laberinto de Barnes (LB) consiste en una plataforma circular de acrilico blanco de

1 m de didmetro y 90 cm de alto, cuenta con 18 orificios (8.5 cm de didmetro cada

uno) ubicados en la periferia. Los orificios se encuentran abiertos a excepcion de

uno, el cual fue elegido como agujero de escape, en el que se ubicé una caja negra

de acrilico, con dimensiones de 9.5 cm de ancho, 18 cm de largo y 9 cm de altura.

Como estimulo aversivo se utilizé una lampara de luz blanca, asi como también se

emplearon cuatro sefiales extra laberinticas distribuidas en los cuatro puntos

cardinales de la zona de experimentacion.

o Q > 18 orificios
/( y CH OO ® N » 8,5 cmde diametro

-
D) :
() Agujero de escape

; (@)
} - 3.5cm
Lo ® /

e 18¢cm 5 ¢

90cm

A
| +-@
|

Laberinto de Barnes

Fig. 13. Laberinto de Barnes de acrilico blanco utilizado para la prueba de aprendizaje y

memoria espacial.
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Entrenamiento de las ratonas en el laberinto de Barnes

Una vez que los animales llegaron al peso requerido (26-33 g) (aun sin ser
aleatorizados por grupos) fueron entrenados durante tres dias hasta que alcanzaron
una ejecucion homogénea en el LB. Treinta minutos previos a iniciar cada dia de
entrenamiento, las ratonas fueron colocadas en el area de habituacion con la
finalidad de que se adaptaran a los cambios de luz y temperatura. Una vez
transcurridos los 30 minutos, se coloc6 a cada ratona en el centro de la plataforma
bajo una caja oscura durante 5 segundos, posteriormente se retird la caja y
simultdneamente se encendio la luz, y comenzaron a transcurrir 180 segundos en
el cronémetro, tiempo en el que la ratona debia explorar el laberinto hasta encontrar
el agujero de escape, si era el caso de que la ratona no encontrara el agujero la
experimentadora le guiaba hasta él y se le mantenia ahi por un minuto. Una vez
culminado cada ensayo la ratona regreso a su caja de cautiverio durante 5 minutos
para después repetir la prueba. Cada dia de entrenamiento se realizaron 12
ensayos Yy se registraron las latencias de escape en segundos, es decir, el tiempo
desde que la ratona comenzo a explorar el laberinto hasta que encontré el agujero

de escape.

Prueba en el laberinto de Barnes

Al finalizar el tercer dia de entrenamiento, las ratonas fueron aleatorizadas en los

grupos previamente descritos y el cuarto dia se ejecuté la prueba en el laberinto.

Después de la habituacion las ratonas realizaron la prueba en el LB que consté de
tres fases, la primera (F1), en la cual la ratona realiz6 solo dos ensayos en el LB,
como recordatorio de lo aprendido en los entrenamientos; la segunda (F2) (MCP),
se realiz6 30 minutos posteriores a haber culminado la F1, y de igual manera se
ejecutaron solo dos ensayos; la tercera (F3) (MLP), se ejecuté cumplidas las 24
horas de haber iniciado con la F1, realizando de igual manera dos ensayos en el

LB. Durante los ensayos se registraron las latencias de escape en segundos.
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Administracion a los grupos experimentales

Fueron tres grupos, que recibieron vehiculo (DMSO:PEG) o rotenona (1 mg/kg) por

via intraperitoneal.

Grupo para evaluar Adquisicion: La administracion se realizé inmediatamente al

culminar la F1.

——

Habituacion

30
F1
Laberinto de
Barnes
(2 ensayos)
Administracion
30
F2 F3
MCP 24h MLP
Laberinto de - Laberinto de
Barnes Barnes
(2 ensayos) (2 ensayos)

Grupo para evaluar Consolidacion: La administracion se realiz6 10 horas

posteriores de haber iniciado con la F1.

*

Habituacién Consolidacion
30° Administracion
6:0
F1 Opm
Laberinto de
Barnes
(2 ensayos)

F2 F3
MCP 24h MLP
Laberinto de - Laberinto de
Barnes Barnes
(2 ensayos) (2 ensayos)
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Grupo para evaluar Recuperacion: La administracion se realizd 30 minutos previos

a iniciar la F3.

ﬁ

Recuperacion

Habituacion
30
F1
Laberinto de
Bames Administracion
(2 ensayos) 30°
F2
F3
M'I_:P 24h MLP
Laberinto de > Laberinto de
Barnes Bar
(2 ensavos) (2 e?snaisos}

Obtencién de tejido nervioso

Al finalizar todos los grupos la F3, fueron anestesiados con pentobarbital sédico en
una dosis de 60 mg/kg por via intraperitoneal, posterior a ello fueron perfundidos
con solucidn salina isotonica al 0.9% durante 7 minutos y después con una solucién

de paraformaldehido al 4% en PBS 1x (pH 7.4) durante 15 minutos.

Los cerebros obtenidos se conservaron en una solucién de paraformaldehido y
posteriormente se realizaron cortes coronales de 60 ym de espesor, en -1.22 mm
hasta -3.08 mm de Bregma, con un microtomo de congelacién Leica modelo
SM2010 R.

Técnica de inmunohistoquimica para la deteccion Sinaptofisina |

Los tejidos con la zona de interés fueron colocados en placas de 12 pozos para
cultivos celulares de fondo plano con tapa. Se realizaron tres lavados con PBS-
1X/Tritdon-100X (0.2%; pH: 7.4) por 10 minutos en agitacion, posteriormente se llevo
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acabo el bloqueo con Suero de cabra al 5% (Vector Laboratories, Inc.) durante 1
hora en agitacion, y nuevamente se realizaron tres lavados con PBS-1X/Tritén-100X
(0.2%; pH: 7.4) por 10 minutos en el agitador, para después llevar a cabo la
incubacion del anticuerpo primario contra Syp | (Cell Signaling Technology; dilucién

1:200) durante una noche a temperatura ambiente .

Posterior a la incubacion del anticuerpo primario se realizaron tres lavados con PBS-
1X/Tritdn-100X (0.2%; pH: 7.4) por 10 minutos en el agitador, al culminar se llevo
acabo la incubacion durante 1 hora en agitacion del anticuerpo secundario Anti-
mouse IgG (Vector Laboratories, Inc.; 1:500) para Anti-Syp,| después se volvieron
a realizar tres lavados como ya se describié anteriormente. A continuacién, se
incubaron los tejidos en Estreptavidina (Life-Technology, Streptavidin Horseradish
Peroxidasa (HRP) Conjugate, dilucion 1:5000) durante 1 hora en el agitador, y
posteriormente se realizaron tres lavados con PBS 1x durante 10 minutos en el
agitador. El revelado se realiz6 con DAB (10 mg/mL) diluido en PBS-1X (pH: 7.4) y
se inicié la reaccion afiadiendo 5uL de H20:2 al 30%, y cuando ocurrio la reaccion,
se detuvo con PBS 1x y se realizaron tres lavados con PBS 1x durante 10 minutos

en el agitador.

Finalmente, los tejidos fueron montados en portaobjetos gelatinizados al 3% y se
dejaron secar durante 24 horas, posteriormente se llevaron a cabo la deshidrataciéon
de los mismos, iniciando con agua grado molecular, seguido de etanol al 70%, 96%,
100%, 100% vy Xilol, cada paso se realizé por 10 minutos, y al finalizar se montaron

con medio de montaje resina-xilol.

De cada tejido se tomaron fotografias de la region CA1, CA2 y GD y se analizaron

por medio del software ImageJ NIH.

Analisis estadistico

Los resultados conductuales fueron evaluados por medio de la prueba no

paramétrica de Friedman para determinar si existia diferencia estadistica
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significativa en los tiempos de latencia de los ensayos y la prueba U de Mann-
Whitney para comparar los tratamientos con el uso del programa Graphpad 6.0.
Para determinar si existe diferencia estadistica significativa entre el % del area
tefiida del grupo vehiculo y el grupo rotenona se empled una prueba t de Student

con una p < 0.05.
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8. Resultados

8.1 Efecto de la administracion de rotenona sobre la memoria espacial

evaluada en el laberinto de Barnes

En la figura 14. se muestran los resultados obtenidos durante los dias de
entrenamiento en el LB. Para su analisis estadistico, se empled la prueba no
paramétrica de Friedman, ya que los datos obtenidos (latencias de escape) no
presentaron una distribucién normal. Al realizar la prueba estadistica se encontro
que el valor de Friedman era mayor que el valor de P, lo que indica que al menos
entre dos dias hay diferencias significativas, por lo que se emple6 la prueba de
Wilcoxon para conocer entre que dias existidé diferencia. En el analisis de las
latencias de escape obtenidas, se encontraron diferencias significativas entre los
dias de entrenamiento dos y tres, respecto al dia uno.

150 .
Dia 1

I I Dia 2

100 I I

Dia 3

Latencia de escape (s)
(6]
o
|

Fig. 14. Sesiones de entrenamiento en el Laberinto de Barnes. Se graficé la latencia de escape (s)
para todos los sujetos experimentales y al analizar los datos por dia se encontraron diferencias
significativas entre los dias de entrenamiento dos y tres, respecto al dia uno. Wilcoxon, ***p<0.001 Dia 2
vs Dia 1, **p<0.01 Dia 3 vs Dia 1. Las barras muestran el promedio + EEM (n=42)
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8.1.1 La administracion aguada de rotenona sobre el aprendizaje y la

memoria espacial

Se analizaron los procesos secuenciales requeridos para la formacion de una nueva
memoria en una tarea espacial utilizando el LB, en los grupos adquisicion (Fig. 15
A), consolidacion (Fig. 15 B) y recuperacion (Fig. 15 C), cada uno con su respectivo
grupo Vehiculo y Rotenona.
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Fig. 15. Efecto de la administracion aguda de rotenona sobre los grupos para evaluar adquisicion,
consolidacion y recuperacion en el laberinto de Barnes. Se grafico la latencia de escape en segundos en
A) grupo para evaluar Adquisicion, B) grupo para evaluar Consolidacion y C) grupo para evaluar
Recuperacion, en las diferentes fases de la prueba en el LB. La flecha roja indica el momento de la
administracién, Vehiculo o Rotenona, como corresponda. No se encontraron diferencias significativas en la
prueba de Friedman (P>0.05), al igual que en la prueba U de Mann-Whitney (p>0.05). Las graficas muestran
el valor de las medianas + EEM de cada grupo experimental (n=7).



Se muestra a continuacion la tabla de la estadistica descriptiva segun las pruebas

no parameétricas realizadas.

F1 F2 F3

p= p= p=
Adquisicign —eniculo | 04264 |  1.923 0.8345 | 0.3386 | 0.6189

0.0589 5.556

SOl Vehiculo | 0.1916 3.714 0.6865 | 0.6055 | 0.8683

0.184 4

Recuperacion 1110 | 0.5705 1.333 0.5927 | 0.7698 | 0.8834

0.5705 1.333

P= Friedman

Tabla 1. Estadistica descriptiva de la latencia de escape realizada a los diferentes grupos
en la prueba del laberinto de Barnes.

8.2 Efecto de la administracion aguda de rotenona sobre la expresion de
Sinaptofisina |l en el hipocampo de ratona

Por medio de inmunohistoquimica por flotacion con Peroxidasa/DAB, se determino
la expresion de la proteina Syp | en el hipocampo de ratona puesto que este
marcador es utilizado para la deteccién de sinapsis, asi como también, se ha

relacionado con la PLP que es un proceso clave en el aprendizaje y la memoria.

Se realiz6 la prueba t de Student para comparar los grupos Vehiculo y Rotenona,
de cada grupo a evaluar (adquisicion, consolidacion, recuperacion), en cada una de
las regiones (CA1l, CA2, CA3 y GD) con la finalidad de conocer si existia una

diferencia estadisticamente significativa.

Al cuantificar el % de area tefida en la region CA1l del hipocampo (Fig. 16) se
encontré un incremento estadisticamente significativo en la expresién de Syp | en
el grupo Rotenona de los grupos para evaluar Adquisicién y Recuperacion, respecto

a su grupo Vehiculo.
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En la region CA2 del hipocampo (Fig. 17), se encontr6 un incremento
estadisticamente significativo de la expresion de Syp | en el grupo Rotenona de los
grupos Consolidacién y Recuperacion respecto a su grupo Vehiculo, mientras que
el grupo adquisicion no mostré diferencia estadisticamente significativa (Rotenona

vs Vehiculo).

En la regibn CA3 del hipocampo (Fig.18), se encontrd6 un incremento
estadisticamente significativo de la expresion de Syp | en el grupo Rotenona de los
grupos Adquisicién, Consolidacion y Recuperacion respecto a su grupo Vehiculo.

En el GD (Fig. 19), se encontré un incremento estadisticamente significativo de la
expresion de Syp | en el grupo Rotenona de los grupos Consolidacion y
Recuperacion respecto a su grupo Vehiculo, mientras que el grupo adquisicidon no

mostro diferencia estadisticamente significativa (Rotenona vs Vehiculo).
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Fig. 16. La administracién aguda de rotenona aumenta la expresion de Sinaptofisina |l en la
region CAl del hipocampo de ratona. A) Se muestran las microfotografias representativas de la
inmunohistoquimica para Syp | en la region del CAl. B) Marcaje cuantificado como porcentaje de
area tefiida en el programa Image J. La barra de calibracion equivale a 100pum. Las barras
muestran el valor de las medias + EEM (n=3). Prueba t de Student. ****p<0.0001.
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Fig. 17. La administracién aguda de rotenona aumenta la expresién de Sinaptofisina | en la
regiéon CA2 del hipocampo de ratdn. A) Se muestran las microfotografias representativas de la
inmunohistoquimica para Syp | en la regién del CA2. B) Marcaje cuantificado como porcentaje de area
tefiida en el programa Image J. La barra de calibracién equivale a 100um. Las barras muestran el valor
de las medias + EEM (n=3). Las barras muestran el valor de las medias + EEM (n=3). Prueba t de

Student. **p<0.01.
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Fig. 18. La administracién aguda de rotenona aumenta la expresion de Sinaptofisina | en la regién CA3
del hipocampo de raton. A) Se muestran las microfotografias representativas de la inmunohistoquimica para
Syp | en la regién del CA3. B) Marcaje cuantificado como porcentaje de area tefiida en el programa Image J. La
barra de calibracion equivale al00um. Las barras muestran el valor de las medias + EEM (n=3). Prueba t de
Student. *p<0.05, ***p<0.001.
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9. Discusion de Resultados

El mecanismo de accién del pesticida rotenona le ha permitido ser empleado como
modelo neurotdxico (Xiong et al., 2012) al producir estrés oxidativo, muerte neuronal
y en general, afectar el funcionamiento celular despues de su exposicion (Abdin y
Hamouda, 2008; Khadrawy et al., 2017; Wang et al., 2018). Se ha estudiado el
efecto adverso de su administracion en diversas estructuras cerebrales como el
hipocampo, el cual estd involucrado en los procesos de aprendizaje y memoria
espacial (Martin, Grimwood y Morris, 2000; O'Keefe y Conway, 1978). Los
resultados reportan neurodegeneracion en regiones hipocampales (Bhurtel et al.,
2019), disminucién del funcionamiento sinaptico (Darbinyan et al., 2017) y defectos

en la memoria espacial (Linard-Medeiros et al., 2015).

En el presente trabajo, se realizaron durante tres dias consecutivos entrenamientos
en el LB con el propésito de que todos los animales alcanzaran una ejecucion
homogénea, es decir, que conforme los dias de entrenamiento avanzaran, la
latencia de escape disminuyera (Attar et al., 2013; Ingersoll et al., 2018), sin
embargo, en la Fig. 14 se aprecia como la latencia de escape aumento6 en el dia 2
y 3 respecto al dia 1.

La administracion aguda de rotenona (1 mg/kg) no modificé los procesos de
adquisicién, consolidacion y recuperacion en los grupos experimentales durante la
prueba en el laberinto de Barnes. Cuando se compara el desempefio de las ratonas
en el grupo para evaluar Adquisicién en la F2 (MCP) (Fig. 15 A) no hay diferencia
estadisticamente significativa entre el Vehiculo y Rotenona, lo que sugiere que la
administracion de rotenona 30 minutos previos no afecto el proceso de adquisicion
de la informacién durante la prueba.

El mismo comportamiento se observa en el grupo Rotenona al evaluar la
consolidacion en la F3 (MLP) (Fig. 15 B), sugiriendo que la administraciéon de
rotenona realizada entre la F2 y la F3 no afectd los procesos de consolidacion y
permitié que la evocacion de la informacion se efectuara sin cambios en la latencia

de escape (F3).
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Del mismo modo, no se observan diferencias estadisticamente significativas en el
grupo tratado con el neurotoxico para evaluar Recuperacion en la F3 (MLP) (Fig. 15
C), sugiriendo que la administracion de rotenona 30 minutos previos a la
recuperacion de la informacién no produce efecto. Si bien la rotenona es un
neurotoxico que puede afectar el desempefio de la memoria espacial (Linard-
Medeiros et al., 2015), en el presente estudio no se observé un deterioro en la
formacién de la memoria espacial (Adquisicion, Consolidacién y Recuperacién) en
el LB, posiblemente esto puede deberse a la cantidad de dias (3) y ensayos (12 por
dia) que se sometieron a las ratonas. Se ha encontrado que el aprendizaje
incrementado protege a la memoria de tratamientos amnésicos (Prado-Alcalé et al.,
2006), podria ser este el motivo por el cual el tratamiento con rotenona no produce
deterioro en ninguna de las etapas del proceso adquisicién-consolidacion-
recuperacion. Asi mismo, la retencion de la memoria es muy sensible no sélo a la
cantidad total de entrenamiento, sino también al patrébn de ensayos utilizados
durante el entrenamiento. En particular, en una variedad de tareas entre especies
gue van desde los invertebrados hasta los humanos, los ensayos de entrenamiento
distribuidos a lo largo del tiempo (entrenamiento espaciado) conducen tipicamente
a una retencién superior en comparacién con el entrenamiento en el que los
ensayos se presentan con poco o ningun descanso (Sutton, Ide, Masters, y Carew,
2002). Por otro lado, hay consenso que la formacién de memorias requiere de la
sintesis de proteinas que se lleva a cabo durante la potenciacion a largo plazo (Asok
et al., 2019).

Se ha incluido la estadistica descriptiva realizada en Fig 15 A, B, y C, para observar
detalladamente los resultados obtenidos a partir de las pruebas estadisticas no

paramétricas aplicadas en los grupos experimentales.

Por otro lado, con la finalidad de evaluar las modificaciones sobre la sinapsis en el
hipocampo que pudiera generar la Rotenona en una sola administracion,
determinamos Syp |. Esta es una glicoproteina transmembrana de la VS cuya
ubicacion en las terminales presinapticas permite su uso como marcador para

cuantificacion de sinapsis, asi como marcador de plasticidad sinaptica (Schmitt et
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al., 2009). Ademas, es la principal fosfoproteina de tirosina en la VS (Sudhof et al.,
1987), propiedad que sugiere su participacion en la PLP al ser fosforilada por src; lo
que permite suponer que la administraciéon de Rotenona podria tener un efecto
adverso sobre la expresion de Syp | en el hipocampo de raton (Serrano-Garcia et
al., 2018).

En el presente trabajo de determiné la expresién de Sinaptofisina | por medio de
inmunoreaccion empleando la técnica de peroxidasa. Los resultados hallados
indican que la administracion aguda de rotenona (1 mg/kg) incrementa la expresion
de Syp I.

En las graficas presentadas en las Figuras. 16, 17, 18 y 19 se presenta la
cuantificacion del porcentaje de area tefiida para Syp | en las regiones CA1, CA2,
CA3, y GD de los grupos Adquisicion, Consolidacion, y Recuperacion (Vehiculo y
Rotenona, respectivamente).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de Syp |
en la regién del CAl, en el grupo Rotenona de los grupos Adquisicién y
Recuperacion respecto a su grupo Vehiculo. El incremento de la expresion de Syp
| no significa que no exista un dafio por parte de la administracion de la Rotenona,
sino que puede ser el resultado de un estado compensatorio ante los efectos del
neurotdxico, ademas, de que las células piramidales ubicadas en la region CA1 son
menos resistentes a condiciones ofensivas (Alkadhi, 2019).

La expresion de Syp | en la region CA2 se destaco en el grupo Rotenona de los
grupos Consolidacion y Recuperacion.

Respecto a CA3 la expresion de Syp | se incremento en el grupo Rotenona de todos
los grupos experimentales (Adquisicién, Consolidacion y Recuperacion), respecto a
su grupo Vehiculo de igual manera, se puede deber a la administracion de
Rotenona, asi como a la funcion que desempefia CA3 ya que es clave en la
adquisicién y consolidaciéon de la memoria espacial, (Florian y Roullet, 2004;
Jerman, Kesner, y Hunsaker, 2006).

Respecto al GD, se increment6 la expresion de Syp | en el grupo Rotenona de los

grupos Consolidacion y Recuperacion respecto a su grupo Vehiculo. A pesar de que

39



las células granulares del GD son mas resistentes a condiciones ofensivas (Alkadhi,
2019), Bhurtel y colaboradores (2019) reportaron un mayor dafio por la exposicion
de Rotenona en las regiones del CA3 y GD.

Podriamos decir entonces que la administracion aguda de rotenona 1 mg/kg no
genera modificaciones en los procesos de adquisicion, consolidacion y recuperacion
de la informacion en la prueba del LB. Y que el incremento de Syp | en las regiones
(CA1, CA2 y CA3) del hipocampo y GD se debe se debe a la despolimerizacion de
microtubulos por accién de la rotenona (Bisbal & Sanchez, 2019), ya que da como
resultado la acumulacion de vesiculas en el soma. El aumento de la expresion de
Syp lindicaria que hay una mayor acumulacion de las vesiculas, pero no que exista

una adecuada comunicacion entre las neuronas.
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10. Conclusién

La administracion aguda de rotenona en dosis de 1 mg/kg no modificé la

adquisicion, la consolidacion y la recuperacion en una tarea espacial.

La administracion aguda de rotenona en dosis de 1 mg/kg incremento la

expresion de Sinaptofisina | en el hipocampo.
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