CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS
AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO
NACIONAL

UNIDAD ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA, BIOFiSICA Y NEUROCIENCIAS

RESPUESTA CONDUCTUAL NOCICEPTIVA, LOCOMOTORA Y DE
MEMORIAL ESPACIAL EN RATAS MACHO DE LA CEPA WISTAR
CON BULBECTOMIA OLFATORIA

TESIS

Que presenta

GUMARO GALINDO PAREDES

Para obtener el grado de

MAESTRO EN CIENCIAS

EN LA ESPECIALIDAD EN NEUROBIOLOGIA CELULAR Y
MOLECULAR

Director de la Tesis:
DC JULIO CESAR MORALES MEDINA
Ciudad de México agosto de 2019



Agradecimientos

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por la beca otorgada con numero
de registro 6327509.

Al Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional a través del departamento de Becas y estimulos por el estimulo
economico para asistir al LXIl Congreso nacional de la sociedad mexicana de
ciencias fisioldgicas, A.C. del 11 al 15 de agosto del 2019 en la Ciudad de Querétaro,
Qro.

Al Laboratorio TLAXCALA- Centro de Investigacion en Reproducciéon Animal
“Carlos Beyer Flores” CINVESTAV-UAT. Por abrirme las puertas para desarrollar
la fase experimental y el buen ambiente de trabajo.

C'RA

Dr. Carlos Beyer Flores

Al Centro de Investigacidén en Genética y Ambiente de la Universidad Autbnoma
de Tlaxcala por permitir el uso de material de laboratorio y la hospitalidad de su
personal.

-\on en
4;(\‘-3'3[' GL“'_"?S& ;
o
5

@

3 L,D."J"d




Agradecimientos

Al Dr. JULIO CESAR MORALES MEDINA por permitirme ser parte de su equipo de
trabajo, orientarme y confiar en mi para la realizacién de este proyecto. Solo decirle:
iMUCHAS GRACIAS! y seguir trabajandole.

Al Dr. MARCOS NAHMAD BENSUSAN y al Dr. RODOLFO DELGADO LEZAMA por
ser parte del comité tutorial, por sus invaluables comentarios y dedicacion para la
presente tesis.

A los compaferos (0s) y amigos (as) que conoci en este fructifero tiempo de
maestria: Rocio, Adan, Juan Carlos, Juan Manuel, Sandra, Isabel, Paola, Misael,
Luis Fernando, Gisela, Jyotsna, Miguel, Misael y Jesus que conoci y convivi el
primer afo.

A grandes amigos y personas en el Centro de Investigacion en Reproduccion Animal
(CIRA) o conocido como LABORATORIO TLAXCALA: Ricardo Morales, Patricia
Sanchez, Mario Bautista, Ana Celia Lemus, Lizet Garcia, Mariela, Santiago, Jair,
Juan Carlos, Dofia Marce, Don José, Don Valentin, Dofla Susana, Dra. Gabriela,
Dr. Tofio, Dra. Rosario, Dra. Angeles y Dr. Pedro.

jGracias a todos!



Dedicatoria.

La presente tesis es dedicada a mi Mama Maria Victoria Paredes Montiel y a toda
mi hermosa familia. jMuchas gracias por su apoyo incondicional!



INDICE

Numero
1.0
1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
2.0
3.0
4.0

5.0
5.1
52
5.3
54
5.41
5.4.2
54.3
5.5

5.5.1
5.6
5.6.1
5.7
5.71
5.7.2
5.7.3
6.0
7.0
8.0
9.0
10.0
11.0
12.0

Contenido

INTRODUCCON

El olfato

La bulbectomia olfatoria en rata
Aprendizaje y memoria

Actividad locomotora en el modelo de ratas OBX en la PCA

Efecto de la OBX en la nocicepcion
JUSTIFICACION

HIPOTESIS

OBJETIVOS PARTICULARES

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Diagrama de disefio experimental

Animales de experimentacion

Cirugia de la bulbectomia olfatoria (OBX)

Criterios de seleccién de la muestra

Criterios de exclusion

Criterios de eliminacion

Definicion de variables y escala de medicion

Prueba de perfil caracteristico relacionado con la OBX

Prueba de campo abierto (PCA)

Prueba de aprendizaje y memoria espacial
Prueba de laberinto acuatico de Morris
Pruebas conductuales nociceptivas
Prueba de la alodinia mecanica (PAM)
Prueba de la alodinia térmica al frio (PATY)
Prueba de hiperalgesia mecanica (PHM)
ANALISIS ESTADISTICO

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

PERSPECTIVAS

BIBLIOGRAFIA

ANEXO

Pagina

10
11
13
14
17
18
18

19
19
19
20
20
21
21
21
22

22
23
23
24
24
25
25
26
26
31
35
35
36
41



Lista de Abreviaturas

OBX: bulbectomia olfatoria

BO: bulbos olfatorios

BOP: bulbo olfatorio principal

BOA: bulbo olfatorio accesorio

HP: hipocampo

CP: corteza piriforme

CE: corteza entorrinal

CPF: corteza prefrontal

SD: Sprague-Dawley

PCA: prueba de campo abierto

PAM: prueba de alodinia mecanica
PATf: prueba de alodinia térmica al frio
LAM: laberinto acuatico de Morris
PHM: prueba de hiperalgesia mecanica
IASP: International Association for the Study of Pain
ABL: amigdala basolateral

NOM: norma oficial mexicana

ANOVA: analisis de varianza



Resumen

El olfato permite a la mayoria de los mamiferos detectar y discriminar odorantes y
feromonas que influyen en varias funciones fisiologicas. Los bulbos olfatorios (BO)
son una prolongacion bilateral del telencéfalo rostral y son una puerta de entrada
sensorial importante a regiones corticales y subcorticales. La bulbectomia olfatoria
(OBX) en rata produce disfuncion en el circuito corteza-hipocampo-amigdala que
induce cambios conductuales. Estudios previos con ratas macho de la cepa
Sprague-Dawley (SD) presentaron deterioro en el aprendizaje-memoria espacial
usando el laberinto acuatico de Morris (LAM), hiperlocomocion en la conducta
horizontal y un aumento en la conducta vertical, es decir, la postura erguida y
acicalamientos en la prueba de campo abierto (PCA) e incremento en el umbral tactil
en la prueba de la alodinia mecanica (PAM) usando los filamentos de Von Frey y en
la prueba térmica al frio (PATf). Los estudios se realizaron 15 dias postcirugia y
usaron el mismo grupo experimental en todas las pruebas. Sin embargo, no se
habia analizado la conducta nociceptiva en ratas macho Wistar (RMW) en grupos
experimentales independientes; y en un curso de tiempo mayor a 30 dias
postcirugia. Ademas, hasta donde tenemos conocimiento no se habia determinado
el aprendizaje inhibitorio y memoria reversa en el LAM con roedores OBX. Por tanto,
nuestro objetivo fue evaluar la respuesta conductual nociceptiva, locomotora, y los
dos procesos de aprendizaje y memoria en 3 grupos independientes a largo plazo
después de la cirugia. En los resultados de la PCA se presentd hiperlocomocion al
evaluar la conducta horizontal por el grupo OBX, pero no encontré6 cambios
significativos en la conducta vertical, es decir, en el numero de erguidos y
acicalamientos. En el grupo de ratas OBX, los resultados indicaron mayor latencia
para encontrar la plataforma de escape en el LAM en la primera fase de 5 dias
consecutivos y también en la fase de 4 dias del aprendizaje inhibitorio. Al evaluar la
memoria espacial encontramos un menor numero de cruzamientos en las 2 pruebas
de memoria espacial los dias 5y 11. En la PATf el grupo OBX mostré mayor numero
de retirada de las extremidades posteriores. En la PAM se encontré que el grupo
OBX disminuyo su umbral tactil en un curso de tiempo de 4 semanas postcirugia.
En el presente trabajo evaluamos la hiperalgesia mecanica, pero no encontramos
alteracion en las respuestas del grupo OBX. Concluimos que la remocién de los BO
induce una serie de respuestas conductuales alteradas debido a la conexidén intima
con regiones que modulan la nocicepcion, la novedad y el aprendizaje y memoria.



Abstract

Olfaction enables most mammalian species to detect and discriminate vast numbers
of chemical structures called odorants and pheromones. Olfactory bulbectomy
(OBX) in rats cause dysfunction in the cortex-hippocampus-amygdala circuit that
induces behavioral changes. Previous studies in male rats of the Sprague-Dawley
strain (SD) showed deterioration in spatial learning using the Morris water maze
(MWM), hyperlocomotion in horizontal behavior and an increase in vertical behavior,
that is, rearing and grooming in the open field test (OFT) and decrease?? in the
tactile threshold in the mechanical allodynia test (MAT) using the Von Frey filaments
and in the cold thermal test (CTT). These studies were conducted 15 days post-
surgery and presented several confounding factors. However, nociceptive behavior
in male Wistar rats in independent experimental groups had not been analyzed; and
analized in one single point post- surgery. To the best in our knowledge, inhibitory
learning and reverse memory in MWM in OBX rodents had not been determined.
Therefore, the objective of the present thesis was to evaluate the multimodal
nociceptive response, locomotor behavioral response, and two learning and memory
processes in OBX rats. The OBX rats showed hyperlocomotion when assessing
horizontal behavior, with no significant changes in rearing and grooming in the OFT.
The OBX rats presented greater latency to find the hidden escape platform in the
MWM in the first phase of 5 consecutive days (learning) and in the 4-day phase
(inhibitory learning). When evaluating the spatial memory, we found a reduced
number of crosses in the 2 tests of spatial memory on days 5 and 11. In the CTT,
the OBX rats showed thermal cold allodynia. In the MAT, the OBX rats presented
mechanical allodynia. Interestingly, when allodynia was presented, it appeared in
the right hind paw one week earlier compared to the left hindpaw. In the present
work we also evaluated the mechanical hyperalgesia, but we do not find alteration
in the responses of the OBX group. We conclude that the removal of BO induced a
series of altered behavioral responses due to the intimate connection with regions
that modulate nociception, novelty and learning and memory.



1.0 INTRODUCCION
1.1 El olfato

El olfato permite a la mayoria de las especies de mamiferos detectar y discriminar
un gran numero de estructuras quimicas llamadas odorantes y feromonas
(Wackermannova et al. 2016). Las sefales olfativas juegan un papel importante en
la regulacion de una variedad de funciones biolégicas en los mamiferos, entre ellas,
el inicio de la pubertad, la sincronizacion del estro, la ovulacion, la identificacion de
parientes, la eleccion de pareja, el bloqueo del embarazo y la selectividad de la
lactancia (Melo et al. 2010). La percepcion de tales compuestos quimicos esta
mediada por dos sistemas olfativos principales, el sistema olfativo principal y el
sistema vomeronasal (Organo Vomeronasal), asi como sistemas menores, como el

organo septal y el ganglio de Grueneberg (Wackermannova et al 2016).

La rata posee dos organos quimiosensoriales en la cavidad nasal: el epitelio
olfatorio, que envia axones al bulbo olfatorio principal (BOP), y el 6rgano
vomeronasal, que se proyecta hacia el bulbo olfatorio accesorio (BOA). Alojados en
compartimentos anatomicos separados, los BOP y BOA tienen diferentes
proyecciones centrales que se distribuyen a lo largo de la superficie medial del
prosencéfalo (Brunjes, 1992). Por tanto, los bulbos olfatorios (BO),
anatébmicamente, son extensiones bilaterales del telencéfalo rostral y constituyen
aproximadamente el 4% de la masa cerebral total en la rata adulta (Cain, 1974).
Como el sistema olfativo es una modalidad sensorial evolutivamente antigua,
transmite informaciéon a partes mas primitivas del cerebro, especificamente al

sistema limbico (Lledo & Saghatelyan, 2005).

El MOB esta organizado de manera tangencial y radial, con seis capas bien
definidas (Switzer et al.,, 1985). Hay dos niveles anatdmicos de procesamiento
dentro del MOB (Macrides & Davis, 1983). El nivel mas externo esta compuesto por
células glomérulares y células de penacho externas, que son principalmente
dopaminérgicas y GABAérgicas (Halasz et al., 1977; Switzer et al., 1985). El nivel
mas interno esta compuesto principalmente por células medianas, en forma de

penachos internos y mitrales, de naturaleza colinérgica, serotoninérgica,



noradrenérgica, encefalinérgica y de liberacién de sustancia P (Halasz & Shepherd,
1983). Las células mitrales se proyectan a nucleos mas centrales, como la corteza
piriforme (CP) posterior, la amigdala y la corteza entorrinal (CE) (Haberly & Price,
1977). Las células de penacho se proyectan solo a la CP anterior (Haberly & Price,
1977; Switzer et al., 1985; Brunjes, 1992). Las proyecciones del BOA incluyen el
tracto olfatorio dorsal, la amigdala y el nucleo del lecho de la estria terminal (BNST,
en inglés) (Leonard & Tuite, 1981; Switzer et al., 1985). Los BO se comunican
directamente con el hipocampo (HP) o a través de la CE y CP (Hitti & Siegelbaum,
2014).

La pérdida del olfato se denomina anosmia, para generarla experimentalmente en
roedores se utiliza compuestos quimicos como el sulfato de Zinc (van Rijzingen et
al. 1994). Sin embargo, cuando se realiza la bulbectomia olfatoria (OBX) se induce
degeneracion neuronal anterégrada y retrograda en regiones cerebrales que tienen

contacto intimo con los BO (Heimer & Kalil, 1978).
1.2 La bulbectomia olfatoria en rata (OBX)

En la cirugia de la OBX se lleva a cabo la ablacion de los BO en edad adulta. La
OBX ocasiona una disfunciéon en el circuito cortico-hipocampo-amigdala, que
conduce a cambios anatomicos, conductuales, cognitivos, neuroquimicos,

neuroendocrinos e inmunes (Kelly et al., 1997; Song & Leonard, 2005).

Los cambios cognitivos que se presentan en ratas OBX son deterioro en el
aprendizaje y memoria espacial usando el laberinto acuatico de Morris (LAM)
(Redmond et al. 1994, Van Rijzingen et al. 1995, Wang et al. 2010, Morales-Medina
et al. 2013), hiperlocomocion en la prueba de campo abierto (PCA) (Klein & Brown,
1969, Morales-Medina et al. 2013) y alodinia e hiperalgesia ante estimulos fisicos y
quimicos (Wang et al. 2010, Burke et al. 2013).

La mayoria de los estudios de la OBX se han realizado en la cepa Sprague-Dawley
(SD) en comparacion a los realizados en la cepa Wistar. Sin embargo, se han
encontrado grandes diferencias en los resultados de estudios al comparar entre

ambas cepas. Las ratas de las cepas Wistar presentan mejor desempefio cognitivo
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en el paradigma de laberinto radial de 12 brazos (usado para evaluar
simultdneamente la memoria de trabajo y de referencia) que la cepa SD (Gokgek-
Sarag et al. 2014). Los estudios realizados en la cepa SD para examinar la relacién
del efecto de la OBX con la nocicepcion en pruebas de alodinia e hiperalgesia
mecanica y térmica muestran variabilidad en los resultados (Wang et al. 2010, Burke
et al. 2013). Sin embargo, los estudios realizados son evaluados una vez y a

tiempos cortos.

Los BO estan conectados a diversas zonas cerebrales, entre las que destaca el HP
gue se encarga de la modulacion del aprendizaje y la memoria.

1.3 Aprendizaje y memoria

El aprendizaje es el proceso biolégico de adquirir nuevos conocimientos sobre el
medio que nos rodea y la memoria es el proceso de retener y reconstruir ese
conocimiento a través del tiempo (Kandel et al. 2014). Trabajos pioneros de Milner
y colaboradores (Scoville & Milner, 1957; Penfield & Milner, 1958; Milner, 1962;
Milner et al. 1968) muestran que ciertas memorias a largo plazo dependen del HP y
del I6bulo temporal. En el cerebro existen dos tipos principales de memoria:
memoria explicita (declarativa) para recordar hechos y eventos, personas, lugares
y objetos; y la memoria implicita (no declarativa) para recordar habilidades
perceptivas y motrices. En el presente trabajo nos enfocamos en la memoria
explicita, ya que implica un sistema de memoria basado en el HP para hechos
(semanticos) y eventos (episodicos) donde se necesita una participacion consciente
para el recuerdo. En este tipo de memoria es importante tomar en cuenta la
complejidad de estimulos y sus asociaciones inducidas por el aprendizaje. Una
caracteristica definitoria de la memoria explicita, como la memoria dependiente del
HP para el espacio, es que requiere atencion. La atencion es importante para la
codificacion optima de la memoria y también para su posterior recuperacion al
mejorar las respuestas fisioldgicas a la informacion relevante para la tarea a
desempefiar, y que el mapa espacial requiere atencion especifica a las sefales
espaciales (Muzzio et al. 2009a, 2009b).
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Una de las pruebas que permite evaluar el aprendizaje y la memoria espacial es el
LAM, desarrollado en 1984 por Richard Morris y las caracteristicas de esta prueba
seran descritas en la seccion de metodologia. Las mediciones en el LAM incluyen
la latencia para encontrar la plataforma de escape, la prueba de sonda (o también
llamada memoria espacial) y la distancia de la ruta de navegacion (Morris, 1984).
La investigacioén realizada por Morales-Medina et al. (2013) en el LAM entre los dias
23-28 postcirugia dio como resultados que solo en los dias 2 y 3 hay una diferencia
significativa en el tiempo para encontrar la plataforma de escape del grupo de ratas
OBX con respecto al Sham. Pero en los dos ultimos dias de ensayos (4 y 5) ya no
se encontro diferencia entre ambos grupos. En la prueba de memoria espacial se
cuantifico el numero de cruzamientos en el area donde encontraba la plataforma de
escape, pero el grupo OBX no presenta diferencia significativa con el grupo Sham
(Figura 1A, b).

A. Latencia de escape
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Figura 1. Efecto de la OBX en ratas de la cepa SD en el aprendizaje y memoria espacial en el LAM.
A) La latencia de escape de los grupos OBX Y Sham y b) La prueba de sonda cuantifica el nimero
de cruzamientos y nos permite evaluar la memoria espacial. Tomado de Morales-Medina et al. 2013.

Sin embargo, no se ha estudiado en la rata OBX un aspecto importante del
aprendizaje y la memoria: la reversidn o la extincion de una tarea adquirida

previamente, un proceso de adaptacion importante que corrige una alteracion
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ambiental o de la situacion a la que este expuesto el sujeto experimental (Bouton,
1993). Estos procesos, denominados aprendizaje inhibitorio, se consideran
mecanismos de aprendizaje paralelos que requieren una nueva adquisicion de
informacion reciente y la supresion de experiencias adquiridas previamente para

adaptarse a situaciones nuevas.

Ademas de los cambios en la adquisicion de la informacion, la formacién de la
memoria espacial y los cambios neuroplasticos ante un paradigma experimental
como el LAM de ratas SD con OBX, se ha reportado el incremento de la actividad
locomotora en la PCA en esta misma cepa después de la cirugia (Klein & Brown,
1969, Wang et al. 2010, Burke et al. 2010, Burke et al. 2013, Morales-Medina et al.
2013). Para interés del presente proyecto, la PCA se realiz6 para evaluar la

locomocién en ratas macho Wistar con OBX.
1.4 Actividad locomotora en el modelo de ratas OBX en la PCA

El incremento del comportamiento exploratorio en una arena abierta como la PCA
es uno de los indices mas tempranos y mas ampliamente aceptados de cambios de
comportamiento relacionado con la OBX (Klein & Brown, 1969; Van Rijzingen &
Leonard, 1990). La hiperlocomocién inducida por la OBX en la PCA es el resultado
de una mayor reactividad a la novedad, donde el sujeto experimental tarda en
habituarse a un nuevo entorno estresante (Mar et al. 2000). El disefio de la arena
del campo abierto puede ser extremadamente importante, asi como la hora del dia
de la observacion del comportamiento. Por ejemplo, la movilidad reducida de los
sujetos de experimentacion se observa en un campo abierto cuadrado con
iluminacion de baja intensidad (Stockert et al., 1988). Las caracteristicas de la arena
y la prueba que se llevaran en este proyecto se describen en la seccion
metodoldgica.

En el perfil de comportamiento relacionado con ratas OBX de la cepa SD se observé
un incremento de la actividad locomotora (distancia recorrida, conocida como
conducta horizontal) y el numero de eventos como son acicalamientos y erguidos
(conocida como conducta vertical) en la PCA del estudio realizado por Morales -

Medina (2013) el dia 27 postcirugia (Figura 2), mismos resultados se obtuvieron en
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los estudios realizados en la misma cepa SD por Wang et al. 2010, Burke et al.

2010, Burke et al. 2013 antes de la cirugia y en tiempos cortos (15 dias).

A.LOCOMOCION C. ACICALAMIENTOS 30 B.POSTURA |
- = & Sham 3 i ERGUIDA & Sham
- 08X 3 Sham mm OBX
. OBX

Distancia total
No. de lineas cruzadas por 10 min

Ne. De eventos
No. De eventos

Grupo Grupo Grupo

Figura 2. Efecto de la OBX sobre el comportamiento locomotor en el campo abierto de ratas SD. En
el campo abierto se evalué la actividad locomotora, donde el grupo OBX muestra hiperlocomocién
con respecto al grupo Sham (con cirugia simulada), asi también se cuantificé el nUmero de erguidos
y acicalamientos. Modificado de Morales-Medina et al. (2013).

El area cerebral responsable de dirigir los comportamientos adaptativos en
respuesta a sefiales internas y externas es la amigdala basolateral (ABL), asi
también se ha demostrado que el HP es un area cerebral importante para la
novedad (Hitti & Siegelbaum, 2014).

Ademas, ha surgido el interés de la correlacion entre la nocicepcion y la OBX en
roedores donde se observa alteraciones en la nocicepcion en un solo ensayo y a
tiempos cortos postcirugia (Belcheva et al. 2009, Shi et al.2010, Wang et al. 2010,
Burke et al. 2013). A continuacion, veremos el efecto que tiene la remocion de los

BO sobre las conductas nociceptivas.

1.5 Efecto de la OBX en la nocicepcion

El dolor se percibe como las experiencias sensoriales y emocionales desagradables
asociadas con el dafio tisular (IASP por sus siglas en Ingles, 1994). El pinchazo, el
ardor, el escozor y el dolor son algunas de las modalidades sensoriales mas
distintivas. Al igual que las otras modalidades sensoriales somaticas como el tacto,
la presidn y el sentido de la posicidon, el dolor cumple una importante funcién
protectora y nos alerta sobre las lesiones que requieren evasion o tratamiento
(Basbaum & Julius, 2006). El dolor es diferente a otras modalidades sensoriales

somaticas, o como la vision, la audicion y el olfato, ya que posee una calidad urgente
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y primitiva, y posee componentes afectivos y emocionales (Basbaum & Julius,
2006). La nocicepcion es un proceso neuronal mediante el cual se codifican y
procesan los estimulos potencialmente dafinos contra los tejidos (Loeser & Treede,
2008).

En el 2010 Wang et al. trabajaron con la rata OBX en las pruebas de nocicepcién
provocado (alodinia térmica) y el comportamiento del dolor espontaneo (causado
por la inyeccion de formalina en la extremidad trasera) utilizando ratas macho SD.
Los resultados obtenidos en las pruebas de nocicepcion fue un aumento en la
latencia ante el estimulo térmico en el grupo OBX con respecto al grupo Sham y un
aumento en comparacion a la prueba pre-cirugia (basal) realizada a ambos grupos.
Por otro lado, los resultados en la prueba de dolor espontaneo aumento el tiempo

del comportamiento de lamer la extremidad trasera del sujeto experimental.

En estudios realizados para demostrar el efecto de la OBX por Burke y
colaboradores en 2013, donde usaron ratas SD, los resultados en las pruebas de
nocicepcion: prueba de la alodinia mecanica (PAM) y de la alodinia térmica al frio
(PATf) encontraron que el grupo OBX no tuvo diferencia significativa en la
frecuencia de retiro y por tanto alodinia térmica al frio con respecto al grupo Sham.
Pero en caso de la prueba de alodinia mecanica, el grupo OBX mostré un umbral
tactil menor con respecto al grupo Sham. Sin embargo, el grupo OBX no presento

hiperalgesia por calor (ver Figura 3).
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FIGURA 3. Efecto de la OBX en la percepcion de dolor previo a la ligacion del nervio espinal. En (c)
(d) se aprecia una disminucion en la latencia y la frecuencia de la retirada de la extremidad trasera
(pero no hay diferencia significativa) generado por la alodinia térmica al frio. En (e) (f) se muestra
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una disminucién al umbral tactil que el grupo control. En la prueba de la alodinia térmica al calor no
hay cambio estadisticamente significativo (Burke et al. 2013).

Los resultados de estudios que se han publicado y correlacionan el efecto de la OBX
en la nocicepcion, nos llevan a descubrir la compleja relacion conductual y

neurofisiolégica que tienen los BO en areas que tiene una importancia en modular

la nocicepcion.
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2.0 JUSTIFICACION

La mayoria de los estudios para evaluar aprendizaje-memoria espacial vy
nocicepcion en la rata OBX se han realizado en la cepa SD, pero faltan
investigaciones en la cepa Wistar ya que se ha demostrado que hay diferencias
entre estas cepas. En este trabajo proponemos que la rata de la cepa Wistar es mas
recomendable usar para evaluar el efecto de la OBX en el aprendizaje-memoria
espacial ya que no presenta problemas cognitivos inherentes a la cepa como lo
presenta la rata SD. Las diferencias relacionadas con la cepa en la capacidad
cognitiva de los animales afectan los resultados experimentales y pueden ser
responsables de los resultados discrepantes obtenidos por diferentes grupos de
investigacion (Gokcek-Sarag et al. 2014).

Ademas, sugerimos evaluar el aprendizaje inhibitorio y la memoria reversa en la
rata OBX ya que nos permitira dilucidar si los animales OBX tienen o no la capacidad
de adaptacion cuando hay una alteracion en la tarea previamente aprendida
(Bouton, 1993).

Los resultados de la PCA en la cepa SD muestran hiperlocomocion en diferentes
intensidades de luz (40 W, 300-400 LUX) y a diferentes formas de la arena, circular
con diametros de 75y 180 cm (Burke et al. 2013, Wang et al. 2010) o cuadrada de
100x100 cm (Morales-Medina, 2013). La PCA en los trabajos de Burke et al. 2013,
Wang et al. 2010 se realizaron previos a la cirugia y 15 dias después de esta. Por
tanto, consideramos que los sujetos experimentales ya no se encuentran ante un
medio novedoso en la PCA debido a su exposicion previa. Nosotros proponemos
evaluar una sola vez el comportamiento de la rata Wistar OBX en una arena de
90x90 cm a una intensidad luminosa de 300 Lux a 5 minutos y 4 semanas

postcirugia.

Los resultados experimentales obtenidos por el grupo OBX de ratas SD se muestra
variabilidad en la alodinia térmica de calor con respecto a un estimulo inflamatorio
persistente (Wang et al., 2010). En los trabajos de Burke et al. 2010 & 2013, el grupo
OBX mostré un incremento en la alodinia mecanica en ambas extremidades

posteriores y un incremento en las respuestas conductuales nociceptivas (lamer,
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morder y levantar las extremidades posteriores) ante un estimulo inflamatorio
persistente (Burke et al. 2010). Sin embargo, las pruebas de LAM y nociceptivas
(Wang et al. 2010) o la PCA y de nocicepcion en el mismo grupo de animales
generan estrés que puede afectar los resultados obtenidos en ambas pruebas. Por
tanto, proponemos que las pruebas para corroborar la conducta locomotora, el
aprendizaje-memoria espacial y de nocicepcion se hagan con grupos de ratas

separados. Esto permitira dilucidar mejor el efecto de la OBX en cada prueba.

3.0 HIPOTESIS

La OBX incrementa las respuestas conductuales nociceptivas, de locomocion vy
provoca una reduccion en el aprendizaje y la memoria espacial en ratas macho

Wistar a largo plazo.

4.0 OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Analizar las respuestas conductuales de locomocién, postura erguida y
acicalamientos de ratas OBX después de 4 semanas postcirugia.

2.-Evaluar la conducta de aprendizaje- memoria espacial y el aprendizaje inhibitorio-

memoria reversa de ratas OBX después de 4 semanas postcirugia.

3.-Determinar las respuestas conductuales nociceptivas en ratas OBX en un curso

de tiempo de 4 semanas postcirugia.
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5.0 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.1 Diagrama de diseio experimental

Ratas macho
Cepa Wistar
_a=l6_0
v 2 v
Locomocién Ap rend|z.aje- Nocicepcion
n=17 memoria n=19
n=24
¥
Pruebas de alodinia e
hiperalgesia
basal
Cirugia OBX, Cirugfa simulada, Anestésico (Ketamina / Xilazina 0.125 ml/20 g de
pesos)
4 semanas de 4 semanas de 4 semanas de
recuperacion recuperacion recuperacion
l c/semana
PCA LAM PAM/PAT{/PHM

PAM: Prueba de la alodinia mecanica
PATf: Prueba de la alodinia térmica al frio
PHM: Prueba de hiperalgesia mecanica

5.2 Animales de experimentaciéon

Se utilizaron en este estudio 60 ratas macho de la cepa Wistar (con un peso de 200-
230, Bioterio del Centro de Investigacion en Reproducciéon Animal CINVESTAV-
UAT) y se alojaron en grupo de cuatro individuos. Con acceso de comida y agua ad
libitum. A una temperatura de 22°C +/- 2°C. Un ciclo de luz/oscuridad de 12 h. El
cuidado y el manejo de los animales para los procedimientos experimentales fue
aprobado por un comité de cuidado animal del centro de Investigacidn en
reproduccion animal (CIRA) del CINVESTAV-UAT de acuerdo con la Norma oficial
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mexicana NOM-062-Z00-1999 sobre las especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
5.3 Cirugia de la bulbectomia olfatoria (OBX)

Los animales se dividieron aleatoriamente en dos grupos: los animales OBX y el
grupo de animales con cirugia simulada (Sham). Las ratas de ambos grupos se
anestesiaron con la mezcla Ketamina/xilazina (0.75 ml de Ketamina/ 0.25 ml de
Xilazina en 5 ml de solucion Hartmann Pisa, dosis: 0.125 ml/20 g de peso, i.p.). Una
vez anestesiadas, se rasurd el area frontal de las cabezas de las ratas y se
colocaron los sujetos experimentales en una mesa para cirugia, sus cabezas se
colocaron en una esponja fijada a la superficie. Se realizé una incisidén sagital en la
linea media para exponer el craneo. Se realizé dos orificios de 2 mm de diametro
con las coordenadas de 8 mm rostral a bregma y 2 mm lateral a la linea media por
separado usando una herramienta rotatoria inalambrica 7.2V marca DREMEL 7700.
Los BO bilaterales fueron extraidos por vacio y la cavidad se llend con esponja
hemostatica (Gelfoam) para controlar el sangrado. Se tuvo cuidado para evitar
dafar a la corteza frontal. En el caso del grupo de ratas para la PCA se alojaron
nuevamente en grupo de maximo 4 individuos por caja y se dejaran en recuperacion
por 4 semanas. Cumplidas las 4 semanas, se llevd a cabo un solo ensayo de la PCA

(Diagrama de disefio experimental).

Al final de los experimentos, las ratas de los grupos Sham y OBX de las PCA y
pruebas de nocicepcién se anestesiaron y se realizé la perfusion intracardiaca con
una jeringa y solucion PBS 1X (300 ml) y solucion de paraformaldehido (400 ml).
Después se llevo a cabo la extraccion de los cerebros para verificar que todos los
BO fueron eliminados. Si no, los datos de los sujetos que tengan presencia de BO

o dano a la corteza fueron rechazados en el analisis final.
5.4 Criterios de seleccion de la muestra

Los criterios que se tomaron en cuenta para formar parte de la muestra son el peso
de 200-230 g de los sujetos experimentales. En la PAM basal previa a la cirugia los

animales debieron presentar un umbral igual o mayor a 10 en ambas extremidades
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posteriores. En la PATf basal a los sujetos experimentales no debieron presentar

retiro o lamér las extremidades posteriores a evaluar.

5.4.1 Criterios de exclusion

Después de las pruebas correspondientes, se aplico la perfusién intracardiaca y se

extrajo con cuidado los cerebros de los sujetos experimentales. Los cerebros que

no tuvieron BO se tomaron en cuenta los datos de las pruebas para los analisis

correspondientes, aquellos que tuvieron presencia de BO o dafio a la corteza fueron

rechazados.

5.4.2 Criterios de eliminacién

Fueron eliminadas los sujetos experimentales que fallecieron, enfermaron o bajaron

de peso (< 200g) después de la OBX.

Variable

Latencia

de escape

Prueba de
memoria

espacial

5.4.3 Definicion de variables y escala de medicion

Definicion
conceptual

Es la accion de la
fuerza de
gravitacion sobre
la masa de un
cuerpo.

Cirugia para
remover los BO

por vacio.

Tiempo para
encontrar la
plataforma de
escape.

Cruzamientos en

el area donde

Definicion Tipo de
operacional variable
Peso de Cuantitativa
machos >

200 g

Cualitativa

Tiempo de Cuantitativa

prueba 90 s.

Tiempo de la Cuantitativa

prueba 60s.

Escala de
medicion

Numeérica

nominal

Numeérica

Numeérica

Unidad

Gramos

(9)

Presenci
a o}
ausencia
de BO
Segundo

(s)

Numeérica
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plataforma.
0lejpelileiizt | Evento de aseo Numero de Cuantitativa  Numérica Numeérica

vertical: eventos

acicalamie

ntos

Postura Evento de Numero de Cuantitativa  Numérica Numeérica
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tactil minima para retiro de la

responder a un extremidad

estimulo fisico.

Fi=elishlel . Cuantas veces se Numero de Cuantitativa Numérica  Numérica
ade retiro W] la eventos.

extremidad

posterior ante un

estimulo.

5.5 Prueba de perfil caracteristico relacionado con la OBX
5.5.1 Prueba de campo abierto (PCA)

Los sujetos experimentales se habituaron una hora previa a la prueba. La PCA se
realizd en una caja negra brillante de madera (90x90x90 cm), sin tapa, con campo
dividido en 25 cuadros iguales y se usO para analizar los comportamientos
locomotores, es decir, el numero total de cuadros visitados y ademas el numero de
postura erguida y numero de acicalamientos de las ratas como previamente se ha

descrito en Morales-Medina et al. (2013). La iluminacion para el experimento fue de
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300 LUX y todos los animales se videograbaron por 5 minutos. En el intervalo entre
cada prueba, el campo se limpid con una mezcla de etanol y agua para eliminar las

senales olfativas.

5.6 Prueba de aprendizaje y memoria espacial
5.6.1 Prueba de laberinto acuatico de Morris

El LAM es una prueba que nos permite valorar la memoria espacial o de referencia
a corto y largo plazo (Morris, 1984). El laberinto consiste en una piscina de diametro
de 1.70 metros y dividida en 4 cuadrantes. La piscina se llen6 con agua a una altura
de 25 cm y temperatura de 26°C +/- 2°C y se coloreo de blanco (Dioxido de Titanio).
La plataforma de escape es cuadrada, de acrilico transparente y mide 14.5 cm de
ancho y alto 23 cm, por tanto, debe quedar sumergida a 2 cm de la superficie y se
colocd en el cuadrante Il con respeto al movimiento de las manecillas del reloj.
Ademas, se colocaron sefales visuo-espaciales intra-laberinticas (figuras
geométricas como el triangulo y cuadrado), una cruz y una X. Las ratas se
habituaron una hora en el laboratorio previo a la prueba. Las ratas fueron
aleatoriamente escogidas de la caja y se colocaron de forma alternada en uno de
los cuatro cuadrantes, el tiempo para que encontraron la plataforma de escape fue
de 90 s, si no encontraron la plataforma de escape se le gui6 a la plataforma y antes
de retirarlos se les dejo 15 segundos en ella. El numero de ensayos fue de 3 durante
5 dias consecutivos, después de la fase de la adquisicidn de aprendizaje en el dia
5, se realiz6 la prueba de sonda de 60 s para el cual se retiré la plataforma de la
piscina. Se evalu6 el numero de veces que el animal nado sobre la ubicacién donde

se encontraba la plataforma, después se dejaron descansar 2 dias.

Siguiendo el procedimiento de Ménard & Quirion (2012), después de la primera
semana de entrenamiento, todos los animales fueron expuestos a un paradigma
para evaluar el aprendizaje inhibitorio y la memoria reversa. Brevemente, la
plataforma se movié al cuadrante opuesto mientras que la posicion de las sefiales

visuales se mantuvo igual. Las ratas fueron entrenadas para encontrar la nueva
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ubicacion de la plataforma durante cuatro dias consecutivos (tres ensayos por dia).

Se realizé una segunda prueba de sonda al final del ultimo dia (dia 11).

Después de cada ensayo, las ratas se colocaron inmediatamente bajo una lampara
de calor para secar y prevenir la hipotermia. Para controlar los posibles efectos
debidos a los ciclos circadianos, todos los ensayos se realizaron aproximadamente
a la misma hora del dia entre las 10:00 y las 15:00 h. Los datos derivados de la
prueba LAM se registraron en una computadora utilizando un sistema de

seguimiento de video (camara Canon).

Para el grupo de ratas Wistar OBX y Sham del LAM se anestesiaron (solucion de
Ketamina/Xilazina, con una dosis: 0.125 ml/ 20 g de peso, IP) y se realizé a cabo la
perfusién intracardiaca so6lo con solucion isotonica Haffmann (400 mL). Después se
llevé a cabo la extraccidn de los cerebros para verificar que todos los BO fueron

eliminados y aplicar el criterio es de exclusion.

5.7 Pruebas conductuales nociceptivas
5.7.1 Prueba de la alodinia mecanica (PAM)

La arena que se utilizd para la PAM consisti6 en una arena Perspex de seis
compartimientos (11 x 20 x 15 cm) con un piso de malla de alambre. Las ratas se
habituaron a la arena durante 60 minutos antes de la prueba, después de lo cual se
usaron filamentos de Von Frey (evaluadores sensoriales Touch Test®, North Coast
Medical, Inc., Gilroy, CA, EE. UU.) de diferentes fuerzas para determinar el umbral
de retiro del 50% (Moriarty et al. 2012). Brevemente, los filamentos se aplicaron
perpendiculares a la superficie plantar de la extremidad posterior, con la fuerza
suficiente para causar un ligero doblez del filamento, durante un maximo de 3
segundos o hasta que se encoja, lamé o retiré la extremidad posterior el sujeto
experimental. Se aplicaron filamentos de fuerza creciente desde el numero 4 hasta
el 8 a las extremidades posteriores izquierda y derecha de acuerdo con la

metodologia usada por Chaplan et al. (1994). La PAM se realizé antes de la cirugia
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y una prueba por semana durante 4 semanas después de la cirugia OBX, la realizd

un experimentador ciego al procedimiento de tratamiento.
5.7.2 Prueba de la alodinia térmica al frio (PATY)

La PATT se utilizé para medir la respuesta a un estimulo de frio inocuo (Moriarty et
al. 2012). Los animales se colocaron en camaras individuales en un piso de malla
elevado y se dejaron habituar durante 1 hora como en el ensayo de Von Frey. Una
jeringa de 5 ml se llen6 de acetona y se aplicé una gota a la superficie plantar de
las extremidades posteriores (izquierda y derecha) de los sujetos experimentales.
Se registro la latencia para responder y/o la frecuencia de extraccion o retirada de
la extremidad (numero de respuestas) en 60 segundos. Una respuesta positiva se
considerara como un estremecimiento, lamer o la retirada de la pata trasera. Si el
animal no respondiera dentro de los 60 segundos, este valor se tomd como latencia.
Cada animal recibira 2 ensayos en total por extremidad, alternando entre izquierda
y derecha, con al menos un intervalo de 3 minutos. La prueba se realiz6 antes de la
cirugia y una prueba por semana durante 4 semanas después de la cirugia OBX, la

realizd un experimentador ciego al procedimiento de tratamiento.

5.7.3 Prueba de hiperalgesia mecanica (PHM)

Los animales se colocaron en camaras individuales en un piso de malla elevado y
se dejaran habituar durante 1 hora como en el ensayo de Von Frey. Con un objeto
de punta afilada se aplicé un pinchazo en la superficie plantar de las extremidades
posteriores (izquierda y derecha) de los sujetos experimentales. Se registro la
latencia para responder y/o la frecuencia de extraccion o retirada de la extremidad
en 60 segundos. Cada animal recibié 1 pinchazo en el ensayo por extremidad,
alternando entre izquierda y derecha, con al menos un intervalo de 3 minutos. La
prueba se realiz6 antes de la cirugia y una prueba por semana durante 4 semanas
después de la cirugia OBX, la realizé un experimentador ciego al procedimiento de

tratamiento.
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6.0 ANALISIS ESTADISTICO

En todos los casos, los datos se presentaron como las medias +/- error estandar de
la media (S.E.M.). El analisis estadistico para la PCA y la prueba de memoria
espacial se llevo acabo la Prueba Mann-Whitney. Para las pruebas de conducta en
el LAM (aprendizaje) y nociceptivas se utilizé una ANOVA de dos vias, seguida de
un post hoc prueba de Bonferroni para comparaciones con respecto al tiempo. Se
uso el software GraphPad Prism. Se fijo un valor para *p < 0.05 para ser significativo.

7.0 RESULTADOS

El grupo OBX presento hiperlocomocion en la PCA. Sin embargo, no hay

cambio en la conducta vertical.

Al finalizar las 4 semanas se realizé la PCA donde se cuantifico el numero de
cuadros visitados y se obtuvo un incremento en el numero de cuadros visitados del
grupo OBX con respecto del grupo Sham (Grafica 4A, Prueba Mann-Whitney, ** P
= 0.0086). En el numero de eventos de postura erguida y acicalamientos no hubo

diferencia significativa entre el grupo OBX 'y el Sham (Grafica4 By C).
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Figura 4. Efecto de la OBX sobre la locomocién en la PCA. En A se cuantifica el nimero de cuadros
visitados por el grupo Sham y OBX, se encontro diferencia significativa. En B se cuantifico el nimero
de eventos, es decir, el numero de veces que los sujetos experimentales ejecutaron una postura
erguida, pero no hay diferencia significativa entre los grupos. En C se cuantifico los acicalamientos
entre el grupo Sham y OBX, pero no hay diferencia significativa. Los datos son expresados como la
media +/- SEM, ** P<0.01.

El grupo de ratas OBX presentan déficit de aprendizaje y aprendizaje
inhibitorio.
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Las ratas OBX presentaron problemas para la adquisicion y la formacion de la
memoria espacial en el LAM después de 4 semana de la cirugia (Figura 5A). Las
ratas OBX necesitaron mayor tiempo para localizar la plataforma de escape con
respecto al grupo Sham y hay una diferencia significativa los dias 3, 4 y 5 de
entrenamiento (ANOVA de dos vias, post hoc Bonferroni, los datos son expresados
como la media = S.E.M. interaccion Fa4, 110=2.303) p = 0.0629, dias F4, 110 =9.375p <
0.0001, tratamiento F(1, 110 = 52.29) p<0.0001). En la prueba de aprendizaje inhibitorio
y memoria reversa se encontro que el grupo de ratas OBX tarda mas tiempo en
localizar la nueva posicién de la plataforma con respecto al grupo Sham y hay una
diferencia significativa los 4 dias de la prueba (ANOVA de dos vias, post hoc
Bonferroni, los datos son expresados como la media + S.E.M. interaccion F3, ss-=
0.1263) p = 0.9443, dias F(3, 88 = 1.038) p = 0.3798, tratamiento F(1, 88 =60.75) p<0.0001)
(Figura 5 B).
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Figura 5. Analisis del aprendizaje-memoria espacial y aprendizaje inhibitorio-memoria de reversa
en ratas OBX. (A) El grupo de ratas OBX exhibié6 mayor latencia para localizar la plataforma de
escape que el grupo SHAM. (B) En la prueba de aprendizaje inhibitorio y memoria reversa el grupo
OBX presenté mayor latencia que el grupo SHAM (ANOVA de dos vias, post hoc Bonferroni, los
datos son expresados como la media + S.E.M., **p<0.01, ***p<0.001, ****p < 0.0001).
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El grupo de ratas OBX cruzan menos el area donde se encontraba la
plataforma en la prueba de memoria espacial y memoria reversa.

En los dias 5y 11 se realizaron las pruebas de sonda, donde se retir6 la plataforma
de escape. Se cuantifico el numero de cruzamientos en el area donde se encontraba
la plataforma y los resultados indicaron que el grupo de ratas OBX cruzé menos el
area que el grupo Sham (prueba t student no pareada, los datos son expresados
como la media £ S.E.M., 3.444 + 0.242 vs 0.875 £ 0.125, 3.333 £ 0.2357 vs 1.125
0.125, ***p <0.001, ****P< 0.0001, Figura 6 A, B).
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Figura 6. Prueba de la sonda. (A) el grupo de ratas OBX obtuvé menor niumero de cruzamientos en
dia 5. (B) Se realiz6 nuevamente la prueba de sonda en el dia 11 para el aprendizaje inhibitorio y
memoria reversa y el grupo de ratas OBX presentd menos nimero de cruzamientos que el grupo
Sham. Los datos son expresados como la media + S.E.M. ***p<0.001, ****p < 0.0001.

El grupo de ratas OBX presento alodinia térmica al frio, alodinia mecanica

pero no hiperalgesia mecanica.

El grupo de ratas OBX presentaron disminucion significativa en el umbral tactil en la
extremidad posterior izquierda en la semana 3 y 4 post cirugia con respeto al grupo
Sham (ANOVA de dos vias, post hoc Bonferroni, los datos son expresados como la
media £ S.E.M. interaccion F, 85=2299) p = 0.0654, semanas F, 85=6.332)p = 0.0002,
tratamiento F1, 85 = 25655 p < 0.0001). En la extremidad derecha del grupo OBX

también presentaron una disminucion significativa en el umbral en la semana 2, 3 y
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4 post cirugia con respecto al grupo Sham (ANOVA de dos vias, post hoc
Bonferroni, los datos son expresados como la media £ S.E.M. interaccion Fy, so =
2.239) p = 0.0721, semanas F,80=6.552)p = 0.0001, tratamiento F1,80=29.33) p <0.0001)
(Figura 7 A, B).
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Figura 7. Respuesta nociceptiva de los grupos OBX y Sham ante un estimulo mecanico. (A) El grupo
de ratas OBX presenté disminucion significativa del umbral tactil en la PAM con respecto al grupo
Sham en la extremidad posterior izquierda. (B) En la PAM en la extremidad posterior derecha
también se observoé diferencia significativa entre el grupo de ratas OBX y el grupo Sham. Los datos
son expresados como la media + S.E.M. ANOVA de dos vias, post hoc Bonferroni, * p <0.05, **p <
0.01, ***p<0.001.

Los animales OBX presentaron alodinia térmica al frio, expresada en una mayor
frecuencia de la retirada de la extremidad posterior izquierda en las semanas 2, 3y
4 con respecto al grupo Sham (ANOVA de dos vias, post hoc Bonferroni, los datos
son expresados como la media £ S.E.M., interaccion Fu4, s85=3145 p = 0.0184,
semanas F4, 85=6.356)p = 0.0002, tratamiento F(1, 85 =43.03) p<0.0001) (Figura 8A). En
los resultados obtenidos en la extremidad posterior derecha hay una mayor
frecuencia de retirada del grupo de ratas OBX en comparacion al grupo Sham desde
la semana 1 hasta la 4 postcirugia (ANOVA de dos vias, post hoc Bonferroni, los
datos son expresados como la media = S.E.M., interaccion Fu, 85=2.731) p = 0.0343,

semanas Fq4, s5=3.686)p = 0.0081, tratamiento F(1, 85 =36.53) p<0.0001) (Figura 8B).
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Figura 8. Determinacién de la respuesta nociceptiva en la prueba de alodinia térmica al frio. (A) El
grupo de ratas OBX presento mayor frecuencia de retirada la extremidad posterior izquierda que el
grupo Sham en las semanas 2,3,4 post cirugia. (B) El grupo de ratas OBX presentaron un incremento
en el numero de retiradas en la extremidad derecha con respecto al grupo Sham en las semanas 1,
2,3y 4. Los datos son expresados como la media + S.E.M. ANOVA de dos vias, post hoc Bonferroni,
*p <0.05, ** p<0.01, ***p < 0.001.

Las ratas OBX no presentaron hiperalgesia mecanica, expresada en la latencia de
la retirada de las extremidades posteriores izquierda y derecha al recibir un
pinchazo, con respecto al grupo Sham (Figura 9A, B).
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Figura 9. Hiperalgesia mecanica de los grupos OBX y SHAM ante un estimulo mecanico. (A) El
grupo de ratas OBX no presentd diferencia significativa en la prueba preliminar de hiperalgesia
mecanica con el grupo SHAM en la extremidad posterior izquierda. (B) En la extremidad posterior
derecha no se observo diferencia significativa entre el grupo de ratas OBX y el grupo SHAM. Los
datos son expresados como la media + S.E.M.
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8.0 DISCUSION.

Los resultados del estudio del grupo de ratas OBX macho de la cepa Wistar
mostraron déficit de aprendizaje y memoria espacial. Ademas, el grupo OBX
presentd déficit en el aprendizaje inhibitorio y la memoria reversa, es decir, la
capacidad de adaptacion ante una alteracion de la ubicacidn de un elemento (la
plataforma de escape) en el paradigma del LAM. Ademas, en los resultados de la
PCA se encontré hiperactividad en el grupo OBX en lo referente al nimero de
cuadros visitados, pero no en el numero de acicalamientos y postura erguida. En
las pruebas de nocicepcion se encontrd incremento en la alodinia mecanica vy

térmica sin hiperalgesia mecanica entre el grupo OBX 'y Sham.

Alteracion en el aprendizaje-memoria espacial y en el aprendizaje inhibitorio-

memoria reversa.

La rata OBX ha mostrado déficits de aprendizaje y memoria de trabajo y de
referencia en paradigmas como el aparato de pista de 3 paneles, la prueba operante
de 3 palancas, la prueba de aprendizaje invertido en un aparato de 2 palancas y la
prueba de tiempo de reaccion en serie de 3 opciones (Yamamoto et al., 1997). Sin
embargo, ninguna de estas pruebas se usa ampliamente para evaluar tareas

relacionadas con la memoria en roedores.

Una de las pruebas mas usadas para evaluar el aprendizaje y memoria espacial en
roedores es el LAM (D’Hooge & De Deyn, 2001). En el presente trabajo, mostramos
que el grupo de ratas OBX machos de la cepa Wistar exhibieron deficiencia en el
aprendizaje para encontrar la plataforma de escape en los 5 dias de entrenamiento.
Sin embargo, en el estudio realizado por Morales-Mediana et al. (2013) los
resultados en el grupo de ratas OBX de la cepa SD so6lo mostraron deficiencia en
ubicar la plataforma en los dias 2 y 3 de entrenamiento, pero en el dia 4 y 5 ya no
se observo diferencia entre los grupos. Por otra parte, en el estudio de Wang et al.
(2010) el grupo de ratas OBX también de la cepa SD no encontraron la plataforma

de escape los 4 dias de entrenamiento. Probablemente se debe a que el grupo OBX
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del estudio de Wang et al. (2010) estuvo expuesto a estrés adicional porla PCAy a

las pruebas de alodinia térmica y mecanica antes y después de la cirugia.

Por otro lado, la memoria de referencia espacial, un término acufiado por Honig
(1978) y luego usado por Olton, Becker & Handelmann (1979), se refiere a la
informacion espacial que se usa una y otra vez y generalmente se obtiene como
resultado de entrenamiento repetido, por lo tanto, experimentando una
consolidacion en el tiempo y mostrando una mayor resistencia a la interferencia.
Con respecto al analisis de la memoria espacial en la prueba de Sonda, el grupo de
ratas OBX presenté déficit de la memoria espacial ya que cruzaron menos veces el
area donde se encontraba la plataforma de escape. Sin embargo, no hubo cambios
entre los grupos OBX y Sham en la prueba de memoria espacial (sonda)
demostrado por Morales-Medina et al. (2013). En los resultados de Wang et al.
(2010) se evalué el porcentaje de tiempo de exploracién del grupo OBX de la cepa
SD en el area donde se encontraba la plataforma y fue significativamente menor en

comparacién al grupo Sham en la prueba mencionada.

Segun nuestro conocimiento, no hay reportes hasta el momento sobre el efecto de
la OBX en rata en el aprendizaje inhibitorio y la memoria reversa. El aprendizaje
inhibitorio y la memoria reversa es la reversion o la extincion de una tarea adquirida
previamente, un proceso de adaptacion importante que corrige una alteraciéon
ambiental o de la situacién a la que este expuesto el sujeto (Bouton, 1993).Los
resultados del aprendizaje inhibitorio en el LAM revelaron que el grupo OBX no tuvo
la capacidad de adquirir nueva informacion y de suprimir las experiencias adquiridas
previamente para adaptarse a situaciones nuevas en el ambiente (Xu et al. 2009)
debido a que presenté una mayor latencia de escape con respecto al grupo Sham.
La segunda prueba de memoria espacial para analizar la memoria reversa se llevd
a cabo el dia 11 y los resultados muestran que el grupo OBX cruzo menos veces el
area donde se encontraba la plataforma de escape con respecto al grupo Sham. En
el estudio realizado por Ménard & Quirion (2012), modifican también el protocolo en
el LAM para evaluar la memoria espacial y el aprendizaje inhibitorio-memoria

reversa, encontraron que ratas con problemas cognitivos debido al envejecimiento
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presentan un deterioro grave para codificar nueva informacion espacial. En el grupo
de ratas OBX también presentan problemas cognitivos a tiempos cortos después de
la cirugia (Wang et al. 2010) y este estudio demuestra que a 4 semanas el problema

persiste.

Ademas, la diferencia de resultados de aprendizaje y memoria de los estudios de
Wang et al. 2010 y Morales-Medina et al. (2013) y el nuestro es probablemente por
la cepa, como se mencion6 anteriormente Gokgek-Sarag et al. (2014) mostraron
que la susceptibilidad al estrés en diferentes cepas (SD, Wistar, LE) afecta la
capacidad cognitiva y puede ser responsable de los resultados discrepantes

obtenidos por diversos grupos de investigacion.

En el modelo OBX se provoca degeneracidn neuronal a areas que estan
involucradas en el aprendizaje y la memoria como la CPF, la amigdala y el HP
(Carlsen et al. 1982), ademas de cambios plasticos en el HP en ratas SD (Morales-
Medina, 2013) siendo probablemente la causa que se refleja en los resultados de la

cepa Wistar en el LAM.
El grupo OBX presenté hiperactividad en la PCA.

La hiperlocomocion inducida por la OBX en la PCA es el resultado de una mayor
reactividad a la novedad, donde el sujeto experimental tarda en habituarse a un
nuevo entorno estresante (Mar et al. 2000). En la PCA se encontrd hiperactividad
en el grupo OBX, es decir, en la conducta horizontal. Sin embargo, es importante
mencionar que la conducta vertical donde se cuantifico acicalamientos y postura

erguida no hubo diferencia con el grupo Sham.

Trabajos previos, mostraron hiperactividad en los tres parametros evaluados en
ratas macho SD (Morales-Medina 2013, Wang et al. 2010, Burke et al. 2013). Sin
embargo, el tamafo y forma de la arena y la intensidad luminosa en los trabajos de
Wang et al. (2010) y Burke et al. (2013) son diferentes a las nuestras. Nuestro
trabajo presentod la intensidad luminosa (300LUX) y las mismas medidas y tipo de
material de la arena del trabajo realizado por Morales-Medina (2013). El tiempo de

evaluacion de la locomocion se desarrollé 4 semanas después de la cirugia y una
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sola PCA. Contrario a los trabajos de Wang et al. (2010) y Burke et al. 2013 que se

realizaron antes y 14-15 dias después de la OBX.

El grupo OBX presenta alodinia mecanica y térmica al frio, pero no

hiperalgesia mecanica

Analizamos los efectos conductuales de la OBX en tres paradigmas que permiten
cuantificar las alteraciones en la nocicepcion: la prueba de alodinia mecanica,
prueba de alodinia térmica al frio y la prueba de hiperalgesia mecanica en ratas
macho Wistar. Es relevante notar que la OBX indujo dos tipos de alodinia de larga
duracién en ambas extremidades posteriores de las ratas. Ademas, el desarrollo de
la alodinia esta presente mas rapido en la extremidad derecha en comparacion de
la extremidad izquierda. En un estudio anterior, Burke et al. (2013) observaron que
la OBX indujo alodinia mecanica 14 dias después de la cirugia. Ademas, Wang et
al. (2010) mostro un aumento de la latencia a un estimulo térmico en el grupo OBX.
Ambos estudios se llevaron a cabo en ratas SD. Este es el primer estudio que evalua
un curso de tiempo de como la eliminacién de los BO induce alteraciones de

nocicepcion en tres pruebas claves.

Ademas, de los datos encontrados en la rata OBX existen numerosos modelos de
dolor en roedores. Estos modelos podrian dividirse en modelo de dolor inflamatorio
y persistente. Dentro del primer grupo, se encuentra la administracion del adyuvante
completo de Freund (CFA) y la carragenina en la extremidad posterior donde se
presenté edema y alodinia mecanica en el sitio de administracién con duracion de
horas o algunos dias (Morales-Medina et al., 2017; Morales- Medina et al., 2019).
En relacidon con los modelos de dolor persistente, el modelo de lesién del nervio
espinal (LNE) implica la lesion de dos de las tres ramas terminales del nervio ciatico
(nervios tibial y peroneo comun), induce alodinia térmica al frio y mecanica, asi como
también hiperalgesia mecanica (Decosterd & Woolf, 2000). Ademas, la lesién parcial
del nervio ciatico (LPNC) indujo alodinia mecanica e hiperalgesia sin afectar la
prueba de alodinia térmica al frio (Seltzer et al., 1990). En ambos modelos, la LNE
y la LPNC, los sintomas de comportamiento se observan en cuestion de horas y en

ambas extremidades (Seltzer et al., 1990; Decosterd & Woolf, 2000). Los modelos
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inflamatorios y persistentes de dolor tienen desventajas. Mientras los efectos
inflamatorios presentan un efecto a corto plazo, los modelos de dolor persistente se
basan principalmente en la diseccion de los nervios periféricos y dicha patologia no
se ve en la clinica (Mogil, 2009). En este sentido, OBX podria ser un modelo
interesante ya que la alodinia observada es causada por una alteracién en el
sistema central, no en la periferia, y podria ser de interés para probar posibles

farmacos antinociceptivos.

9.0 CONCLUSIONES

Los resultados de las conductas analizadas en ratas OBX macho Wistar mostraron
déficits cognitivos. Ademas, el grupo OBX presentd incapacidad de adaptarse a un
medio novedoso, pero no conducta ansiogénica. Las ratas OBX presentaron
alodinia térmica y mecanica pero no hiperalgesia mecanica. La remocion de los BO
induce una serie de respuestas conductuales alteradas debido a la conexidén intima

con regiones que modulan la nocicepcion, la novedad y el aprendizaje-memoria.

10.0 PERSPECTIVAS

1.- Analizar los cambios plasticos de las neuronas de la CPF, amigdala y el HP en
ratas OBX con 4 semanas postcirugia.

2.- Evaluar el papel de la neuroinflamacién en la CPF, amigdala y el HP en ratas
OBX a largo plazo.

3.- Analizar la actividad neuronal en la CPF, amigdala y el HP con el marcador c-
fos en ratas OBX con 4 semanas postcirugia.

4.- Determinar la conducta nociceptiva y memoria espacial en la cepa SD bajo las
mismas condiciones a las que evalud a la cepa Wistar.
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12.0 ANEXOS

El presente Proyecto de tesis de maestria fue presentado en el LXII Congreso nacional
de la sociedad mexicana de ciencias fisioldgicas, A.C. del 11 al 15 de agosto del
2019 en la Ciudad de Querétaro, Qro.
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Respuesta conductual nociceptiva, locomotora y memoria espacial en rata
con bulbectomia Olfatoria

Galindo-Paredes, Gumaro'? (estudiante de posgrado) y Morales-Medina, Julio Cesar?
'Departamento de Fisiologia, Biofisica y Neurociencias, CINVESTAV.

2Centro de Investigacion en reproduccion animal, CINVESTAV-UAT.

El olfato permite a la mayoria de los mamiferos detectar y discriminar odorantes y
feromonas que influyen en varias funciones fisiologicas. Los bulbos olfatorios (BO)
son una prolongacion bilateral del telencéfalo rostral y son una puerta de entrada
sensorial importante a regiones corticales y subcorticales. La bulbectomia olfatoria
(OBX) en rata produce disfuncién en el circuito corteza-hipocampo-amigdala que
induce cambios conductuales. Estudios previos con ratas macho de la cepa
Sprague-Dawley (SD) presentaron deterioro en el aprendizaje-memoria espacial
(AE-ME) usando el laberinto acuatico de Morris (LAM), hiperlocomocion en la
prueba de campo abierto (PCA) e incremento en la alodinia mecanica (AM) usando
los filamentos de Von Frey y térmica (AT) en la prueba de la acetona. Los estudios
se realizaron 15 dias postcirugia y usaron el mismo grupo experimental en todas las
pruebas. Sin embargo, no se ha analizado el aprendizaje inhibitorio (Al) y memoria
reversa (MR) en el LAM, y la conducta nociceptiva en ratas macho Wistar (RMW)
en grupos experimentales independientes; 30 dias postcirugia. Evaluamos la
respuesta conductual nociceptiva, locomotora, ME y MR en RMW con OBX
formando 3 grupos independientes. En el primer y segundo grupo se evalud el AE-
ME, Al y MR en el LAM y la locomocion en la PCA, 4 semanas postcirugia. En el
tercer grupo se evaluo la AM y AT pre- y postcirugia 5 veces en total. En la rata
OBX, los resultados indican mayor latencia para encontrar la plataforma de escape
en el AE y Al y menor numero de cruzamientos en las 2 pruebas de sonda en ME y
MR. ElI numero de retirada de las extremidades incremento en el AT, sin cambios
en la prueba de AM. Las ratas OBX tuvieron mayor locomocién con respecto al
grupo control. Concluimos que la remocion de los BO induce una serie de
respuestas conductuales alteradas debido a la conexion intima con regiones que
modulan la nocicepcion, la novedad y el aprendizaje y memoria.
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