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Capitulo Primero

El sistema colinérgico y las funciones
cognitivas

Durante las dltimas décadas se ha acumulado una gran cantidad de
evidencia, procedente tanto de estudios en humanos como mediante
fa utilizacion de modelos animales, que sugiere una importante
participacidn de los sistemas colinérgicos centrales en los procesos
superiores de aprendizaje y memoria.

Una de las primerus y mds extensas lineas de evidencia proviene de
estudios de manipulaciones farmacoldgicas del sistema colinérgico en
los cuales se ha mostrado que compuestos anticolinérgicos como
escopolamina y atropina, administrados sistémicamente, interficren
con el aprendizaje y memoria de una gran variedad de pruebas
conductuales. Por otro lado agonistas colinérgicos como la
oxotremorina o bien inhibidores reversibles de la colinesterasa
(enzima de degradacion de acetilcolina) tales como la fisostigmina, sec
ha mostrado que facilitan funciones de aprendizaje y revierten
deficiencias de memoria experimentalmente inducidas (Nabeshima,
1993).

Hasta aqui la evidencia solo sugiere que algin desconocido sistema
colinérgico en el cerebro juega un papel importante en algunas
formas de aprendizaje y memoria.
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Represemacion  esquemdtica del plano horizontal de los principales sistemas colinérgicos
en el cerchro de mamiferos (modificado de Woolf, 1991). Como se observa en la figura, las

newronas colinérgicas centrales muestran dos esquemas organizacionales fundamentales:
(a) circuito de células locales, ejemplificadas por las interneuronas del nicleo caudado-
putamen, nuclens acumbens, tuberculo olfatorio 'y el complejo de istotes de Culleja (ICj) v

(b) neuronas de proveccidn (i.e. aquellus que conectan a dos o mds regianes diferentes). De
las pravecciones de newronas colinérgicas que se interconectan con estructuras centrales,
han sido descritos das subconstelaciones principales: (a) el compleja colinérgico del CAB

compuesta por neuronas positivas a CRAT en el nicleo septal medial (ms), el micleo de la

banda diagonal (td), substancia innominata (si), campo prediptico magnocelular (pamaj,
v el nicleo basalis (bas) y provecciones a todo el telencéfalo no estriado y (h) ¢l

compleju colinérgico pontomesencefalotegmental compuesto por células inmunoreactivies a

ChAT en el micleo tegmental pendunculopontino (tpp) y laterodorsal (dltn)

provectando ascendente al tdlamo y a otros sitios diencefdlicos y descendentemente o lu

formacisn  reticular (R1) pantina vy medular, nicleo profundo  cerebelar (DeC) ¥
vestibular (Ve) v micleo del nervio cranial,  No se muesiran en este esquema las

newronas somdticas, parasimpiticas 'y otras eferentes colinérgicas de los nervios craniales
3-12 v las neuronas a and g-motoras autdnomas de la columna espinal. Otras
abreviaciones: amigdala (amyy), corteza anterior cingulada (ant cg). nicleo del  nervio
cranial dorsal (CrN), diencdfalo (diencep), nicleo rafé dorsal (DR) corteza entorinal
(ento) corteza fromal (frontal), corteza insular (ins), locus ceruleus (LC), niicleo
lweral reticular (LR), olfatorio (olfact), corteza piriforme (pir), micleo pontino (PN),
corteza perirhinal (pr), cortezn parietal (par), substancia nigra (SN), niicleo espinal del
nervio cranial 5 (Sp§), corteza temporal (temporal), corteza visual lateral (vis lat),
carteza visual media (visual med).

No existe sin embargo un acuerdo sobre los mecanismos fisioldgicos

subyacentes a las deficiencias observadas tras el bloqueo inespecifico

generalizado de funciones colinérgicas centrales. En realidad.

cualquier debate basado en este tipo de datos careceria de
2.
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fundamento debido a que parten de un virtual vacio anatomico.
Siendo que prdcticaniente todo el eje neural se halla inervado por
neuronas colinérgicas y los receptores muscarinicos se distribuyén a
todo lo largo y ancho del sistema nervioso (Woolf, 1991), queda claro
que los mecanimos fisioldgicos mediados por acetilcolina se hallan
involucrados en un gran nimero de funciones nerviosas centrales
(ver figura 1).

De este modo, si bien no hay duda alguna de que los agentes
muscarinicos afectan un amplio espectro de conductas aprendidas, las
caracteristicas de la anatomia colinérgica central implicarian que
cualquier intento de¢ dar una explicacion unificada sobre la base de
datos farmacoldgicos careceria de justificacion.

En la regidn adyacente a la zona ventral del globus pdlidus existe un
grupo de grandes células cuya fuerte actividad de colin-
acetiltransferasa (ChAT) y colinesterasa (ChE) les identifica como
neuronas colinérgicas (Abdulla, Abu-Bakra, Calamicini, Stephenson &
Sinden, 1995). A esta zona se le conoce en su conjunto como la regidn
basal del cerebro anterior, ¢l cual incluye el Nucleus Basalis
Magnocelularis, considerado, este dltimo, como la estructura
homdéloga al ntcleo basal de Meynert en humanos (Everitt et al,,
1987).

Se ha establecido con bastante claridad que la principal inervacién
colinérgica hacia la neocorteza y otras regiones del cerebro
involucradas en funciones cognitivas, procede’ precisamente de los
somas colinérgicos de la region basal del cerebro anterior (Hebb,
Krnjevié & Silver, 1963; Everitt, Sirkia, Roberts, Jones & Robbins,
1988; Bigl, Woolf & Butcher, 1982; Wainer & Mesulam, 1990,
Butcher, Woolf, Edwards & Roghani, 1992; Bronzetti ¢t al.,
1993)(figura 1).

Este sistema de proyeccién colinérgica ha atraido fuertemente la
atencion en la dltima década, debido a que alteraciones anatdomicas
de estas vias durante el envejecimiento han correlacionado
fuertemente a la actividad colinérgica cortical con alteraciones en
funciones asociativas en un gran conjunto de paradigmas o modelos
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conductales de aprendizaje y memoria (Perry et al., 1978; Collerton.
1986; Abdulla et al., 1995), implicando un involucramiento del
sistema colinérgico ascendente basalo cortical en la regulacion de las
funciones de aprendizaje y memoria ( para una revision ver Sinden,
1995, Ammasauri, 1993; Hasselmo, 1995; Ikegami. 1994). Lo anterior
ha dado lugar a lo que se conoce como la "hipdtesis colinérgica de las
disfunciones geridtricas de memoria”, dos de cuyos conceptos mas
importantes podrian formularse del siguiente modo (Bartus, Dean,
Beer & Lippa, 1982):

a) El sistema colinérgico de la region basal provee una funcidn
escencial relacionada con un cierto numero de procesos cognitivos en
particular aprendizaje y memoria,

b) Las deficiencias en aprendizaje .y memoria durante el
envejecimiento son atribuibles, al menos en parte, a un decaimiento
en la integridad funcional del sistema colinérgico de la region basal.

En su formulacién inicial esta hipdtesis fue propuesta en el contexto
del envejecimiento normal, sin embargo, con base en evidencias
clinicas y neuroamatdmicas, se ha extendido esta hipotesis para
incluir demencias seniles de tipo Alzheimer, un desorden
caracterizado por un deterioro progresivo de funciones cognitivas, las
cuales correlacionan con la pérdida de marcadores colinérgicos en la
corteza y el hipocampo asi como la pérdida y/o atrofia de las propias
neuronas colinérgicas de la region basal.

Subsecuentes estudios basados en lesiones excitotdxicas en los
micleos colinérgicos de la region basal del cerebro anterior (Green,
Halpern & Niel, 1970; Everitt et al., 1987; Arendt et al., 1989),
manipulaciones farmacoldgicas localizadas, asi como experimentos de
transplantes de tejido nervioso fetal procedentes del cerebro basal
(Sinden, . Hodges & Gray, 1995), han contribuido a aumentar la
evidencia en favor de un involucramiento del sistema basal de
proyeccion colinérgica en las funciones de aprendizaje y memoria.
Con lo cual se ha conseguido asignar una identidad anatémica al



elusivo sistema colinérgico implicito en los anteriores enfoques
farmacoldgicos.

Desde un punto de vista anatomo-funcional y especificamente en lo
que respecta a los procesos de aprendizaje y memoria. se ha dividido
tradicionalmente al sistema basal de proyeccion colinérgica en dos
grandes ramas: El sistema de proyeccién septo-hipocampal y el
sistema basalo-cortical (Wainer & Mesulam, 1990; Frotscher &
Naumann, 1992; Mallet, Beninger, Flesher, Jhamandas & Boegman,
1995).

Lesiones excitotéxicas de la regidn septal (que proyecta hacia el
hipocampo) o bien de la region basal, incluyendo los brazos verticales
y horizontales de la banda diagonal sustancia innominata, ansa
lenticularis y nucleus basalis magnocelularis (que proyectan hacia la
neocorteza) interfieren de manera independiente con las funciones
asociativas mediadas, respectivamente por el hipocampo y la corteza
(Sangsttock et al., 1992; Sinden et al., 1995).

Tanto a un nivel anatdmico grueso (la amplia inervacién de
numerosas regiones) como a niveles estructurales finos (multiples
contactos sindpticos involucrando varios tipos celulares), el sistema
de proyeccidn colinérgica pareceria hallarse organizado de una
manera difusa.

Evidencias en favor de un modo difuso de accién incluyen registros
electrofisioldgicos poblacionales en los que se ha observado que Ia
region basal controla la generacién de ritmos de actividad cortical e
hipocampal asociados con niveles de alertamiento conductual (ver
Sinden et al., 1995). Dado que este tipo de ritmos pueden registrarse

sincrénicamente en regiones extensas de la corteza o el hipocampo, se-

ha sugerido que el sistema de proyeccidn colinérgica podria jugar un
papel de tipo modulatorio sobre las funciones corticales e
hipocampales respectivamete, mas que hallarse involucrado en la
transmisién discreta de informacion neural.  En este sentido se ha
demostrado recientemente que la sola implantacion cortical de
fibroblastos genéticamente modificados para producir y liberar
acetilcolina es suficiente para revertir las deficiencias cognitivas

5.



observadas como resultado de lesiones excitotdxicas en los nicleos
colinérgicos de la RBCA (Winkler, Shur, Gage, Thal & Fisher, 1995).
Sin embargo, cabe insistir que ain se desconocen los mecanismos
mediante los cuales la aferencia colinérgica basalo cortical promueve
o regula las funciones de aprendizaje y memoria,



Capitulo Segundo

Factor de crecimiento neuronal y
recuperacion de deficiencias
colinérgicas

Durante las etapas tempranas del desarrollo del sistema nervioso una
determinada poblacidn de neuronas se¢ genera en gran exceso con
respecto a la poblacidn existente en el sistema adulto. Esta reduccion
neuronal asociada al desarrollo sc lleva a cabo a través de un proceso
conocido como muerte neuronal programada. Los trabajos ya cldsicos
de Hamburger y Oppenheim en el sistema periférico, mostraron que
la magnitud de esta eliminacion activa de neuronas depende de la
extensién de la regidn de inervacion. Esto es, la remocién temprana
de tejido blanco da lugar a un incremento en la muerte neuronal
mientras que la implantacién temprana de tejido adicional la reduce.
Estas observaciones dieron lugar a la idea de que 1) las regiones de
inervacion o tejidos blancos producen y proveen uno o varios
factores "neurotrdficos" necesarias para la supervivencia y el
desarrollo de las neuronas involucradas; 2) Los receptores
correspondientes unen, internalizan y transportan al factor desde la
terminal nerviosa hacia el soma en donde se lleva a cabo la

7.



transduccion  de la  senal  para iniciar los  procesos celulares
involucrados en la supervivencia ncuronal.

El factor de crecimiento neuronal (NGF) fue el primero de los factores
neurotréficos descritos. Durante estudios de la influencia de células
neopldsicas en el desarrollo de tejidos embrionarios, se observo un
desarrollo anormal de neuronas simpdticas y ganglios sensoriales en
fas inmediaciones del tejido tumoral (Montalccini, 1987). Un
subsecuente andlisis del fendmeno reveld la existencia de un factor
difusible, liberado por las células tumorales, como el responsable del
crecimiento 'y proliferacién anormal de estas neuronas. La posterior
caracterizacion funcional y estructural del factor en cuestidn permitié
la identificacion de una protefna que en su forma activa y madura
- consiste en un dimero formado por dos moléculas idénticas de 118
aminodcidos (Bradshaw, Blundell, Lapatto, McDonald & Murray-Rust,
1993). Si bien la presencia de este factor fué inicialmente detectada
como uno de tantos productos aberrantes de una linea neopldsica,
posteriormente se establecié que el NGF se sintetiza y libera
naturalmente en las dreas de inervacidon de neuronas simpdticas vy
sensoriales del sistema periférico (ver Mannes et al., 1994).

La mayoria de los estudios relacionado a factores neurotréficos han
involucrado neuronas en estadios relativamente tempranos
(perinatales) del desarrollo y especificamente del sistema nervioso
periférico. No obstante lo anterior, ha resultado atractivo formular
una hipdtesis neurotréfica para el sistema nervioso.

De acuerdo con esta hipétesis, tanto el desarrollo como el posterior
mantenimiento y supervivencia de cualquier sistema neuronal es
constitutivamente dependiente de factores neurotrdficos liberados
por las células blanco correspondientes al sistema en cuestion (ver
figura 2). A manera de corolario, de lo anterior sc¢ seguiria que la
deficiencia en los niveles enddgenos de factores neurotréficos habria
de resultar en una correspondiente disfuncidn, atrofia y muerte

2

neuronal; de alli que, la adminsitracion exégena de neurotrofinas en
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condiciones de daifo nervioso podria dar lugar a la consccuente
reparacion y recuperacion funcional.

HIPOTESIS NEUROTROTFICA

Figura 2 Sistema Nervioso Periférico
Transporte retrogrado Fen Organo
<4 - LI productor
. P —./ @, de FCN
Diferenciacion
supervivencia

Sistema Nervioso Central

Neurona
productora

Transporte retrogrado de FCN

-}
. 4, £a (Y

¢{Diferenciacion?
¢Supervivencia?

Con relacion a esta hipdtesis, en el sistema periférico se han

demostrado tres funciones independientes para el factor de
crecimiento neuronal (Montalccini, 1987):

i) Actividad neurotrdfica La administracion exdégena de NGF
protege a las neuronas embrionarias ganglionares de la muerte
programada durante el desarrollo. Adicionalmente el NGF causa
hipertrofia masiva de necuronas simpdticas en roedores neonatos. La
administracion directa de anticuerpos anti-NGF causa una dramdtica
destruccion de ganglios simpdticos ( inmunosimpatectomia).

9.



1) Induccion de neuritas.  El NGF fue inicialmente identificado
debido a su capacidad de inducir el crecimineto de procesos (fibras)
neuronales. La induccidn y elongacion de necuritas puede entenderse
como una expresidon concomitante a la accion tréfica del NGF. Sin
embargo, experimentos posteriores han mostrado que la extension de
neuritas requiere de la accidn directa del NGE sobre el cono axonal de
crecimiento; la estructura neuronal a cargo del proceso de elongacion,
Mas aun, fuentes locales de NGF pueden guiar, no sélo la amplitud
sino también la direccion del crecimiento neuritico.

iii) Estimulacion de neurotransmision.  Las células nerviosas
actian sobre sus compaferas postsindpticas mediante la liberacion
de seiiales quimicas especificas ( acetilcolina, catecolaminas etc..). La
diponibilidad de estos neurotransmisores depende a su vez de
enzimas que los producen y degradan. Un tercer efecto del NGF es la
estimulacion de la produccién de las enzimas responsables de la
sintesis de los transmisores quimicos.

El NGF fue durante mucho tiempo considerado un factor con efectos
exclusivamente restringidos a un cierto conjunto de neuronas del
sistema periférico. Sin embargo en los ultimos aifios se ha
documentado un posible papel para este factor en relacidn con ciertas
neuronas del sistema nervioso central, especificamente el sistema
colinérgico (Araujo, Chabot & Quirion, 1990). Las neuronas
colinérgicas del sistema basal que proyectan hacia la corteza (Cuello,
Maysinger & Garofalo, 1992) y del septum que, 2 traves de la fimbria
fornix proyectan hacia el hipocampo (Gage, 1990), asi como las
neuronas colinérgicas del estriado y el ndcleo acumbens son capaces
de reponder a la adicion cxdgena de NGF y podrian de hecho
depender del NGF endégeno como uno de sus factores neurotréficos
(Varon, Hagg, Vahlsing & Manthorpe, 1989; Lindsay, Wiegand, Altar
& DiStefano, 1994).

En favor de una posible conexién entre ¢l NGIF y los nicleos
colinérgicos de la region basal del cerebro anterior se ha observado
que:

10.



a) EI RNA mensajero para el NGF asi como la propia proteima  se
encuentran  presentes en la corteza y la formacion hipocamp al;
territorios de inervacidn del complejo colinérgico basal (Lindsay el
al.,, 1994; Mannes et al., 1994).

b) NGF marcado radioactivamente, inyectado en la corteza y el
hipocampo, se transporta retrogradamente hacia  los cuerp ©s
celulares colinérgicos de la region basal (Cuello et al. 1992, Man es '
et al., 1994; Varon et al., 1989).

c) Estas neuronas colinérgicas muestran expresion de rcccpldrcs e
alta y baja afinidad para NGF (Vazquez & Ebendal, 1991, Holzman el
al,, 1995).

d) La administracidn exdgena de NGF estimula la produccién de cokin
acetiltransferasa (fa enzima responsable de la sintesis de ace til
colina) en las neuronas colinérgicas centrales durante el desarol lo
(Svendsen, Kew, Staley & Sofronniew, 1994; Birling & Price, 1995),

Como anteriormente se indicd, las neuronas colinérgicas de la regi<n
basal y sus proyecciones son componentes importantes de 1 as
actividades cognitivas mediadas por la corteza y el hipocampo y
muestran una prominente degeneracion durante el envejecimiento y
el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, ambas condicion es
acompaiadas de deficiencias en procesos de aprendizaje y memor 2a.
A este respecto, numerosos reportes han sefialado que en condiciorr es
de disfuncidn debidas a envejecimiento o .«lesidn, las célul as
colinérgicas del cerebro basal anterior son capaces de mostrar
regeneracion ante tratamientos crénicos de NGF exégeno (Cucllo el =i,
1992).

Estudios de recuperacién de funciones asociativas corticales mediarte
transplantes fetales de tejido nervioso llevados a cabo en nuesero
laboratorio, han mostrado una fuerte correlacién entre
recuperacién conductual y la reactivacién colinérgica en el tejido
transplantado, sugiriendo un papel esencial para la acetilcolina en el
proceso de recuperacion de lesiones corticales.

Dada la conexién existente entre el NGF y la regeneracidn colinéigicy,
se planted la posibilidad de que este factor "trdfico” pudiera es tar
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involucrado en  la recuperacién funcional mediada  por  los
transpalantes corticales. En este semido, subsecuentes experimentos
llevados a cabo en nuestro laboratorio, han demostrado que la
adicion de  NGF exdégeno a los transplantes corticales fetales, no sélo
estimula la recuperacion de los niveles normales de actividad
colinérgica local (comparado con animales normales) sino que
también da lugar a una recuperaciin acelerada de las funciones
asoclativas. Esta clase de experime ntos de regeneracién de funciones
colindrgicas en el contexto de alteraciones conductuales entre otros.
han llevado a sugerir que las patologias neurodegenerativas podrian
ser producto la inactivacidn funcional de neurotrofinas enddgenas
involucradas en la sustentacidn de sistermas neurales especificos. Sin
embargo hasta la fecha no se ha polido determinar si el papel del
NGF endégeno en el sistema colinérgico basal corresponde a un
esquema neurotrdéfico o si se halla involucrado en alguna otra forma
de regulacion mas directa e inmediata (Minger & Davies, 1992;
Palmer, Eriksdotter, Henschen, Ebendal & Olson, 1993). El potencial
regenerativo del NGF sobre la funcidn colinérgica hipocampal vy
cortical ha atraido fuertemente la atemidn hacia este factor, dado el
importante papel que c¢stas proyecciones parecen jugar en - las
funciones superiores de aprendizaje y memoria (Davies,1992; Gage,
1993).

La conacién y secuenciacidn del NGF dio lugar a la subsecuente
identificacion de wna familia de neurowofinas (de las cuales el NGF
forma parte) presenmtes en el cerebio, ls cuales incluyen al factor de
crecimiento derivado de cerebro (BDNF por sus siglas en inglés), y las
neurotrofinas 3, 4 y 5 (NT-3,NT-4 y NT-5 respectivamente) (Mannes
et al, 1994; Lindsay et al., 1994).

La hipétesis neurotrdfica ha sido claramente confirmada en el
sistema periférico, y se ha propuesto su validez para el SNC. Sin
embargo, cabe aclarar que, si bien la presencia de NGF s¢ halla
indiscutiblemente establecida en el cexebro adulto, no existe hasta la
feccha evidencia directa que demuestre la existencia de neuronas
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centrales constitutivamente dependientes del NGF  enddgeno  en
condiciones fisioldgicas normales ( L. M. Maness, 1994; S. L. Minger y
P. Davies,1992). De lo anterior se sigue que_el papel fisioldgico de las

neurotrofinas _en el sistema _nervioso_central contintia _en duda.

Por ejemplo: Mientras que en el sistema periférico, la administracion
de anticuerpos especificos anti-NGF da lugar a una notoria
degeneracion  de  células simpdticas y  sensoriales
(independientemente de la etapa de desarrollo en que se lleve a cabo
el tratamiento), las neuronas colinérgicas centrales por su parte,
muestran muy poco o ningin efecto cuando un tratamiento de
bloqueo ocurre en etapas postnatales. Se ha sugerido que esto
pudiera ser resultado de wuna defectuosa penetracion de  los
anticuerpos a través del parénquima cerebral. Por otro lado
recientemente  se  ha mostrado evidencia que sugiere que las
neuronas colinérgicas centrales podrian depender del NGF para su
supervivencia unicamente durante un periodo critico de su desarrollo
temprano (Svendsen et. al., 1994). Sin embargo recientemente se ha
reportado que la infusién crénica de anticuerpos monoclonales
dircctamente en el Septum medio da lugar a una significativa
disfuncion en el aprendizaje de la prueba de prevencion pasiva y un
decremento en la actividad de colin acetiltransferasa en el hipocampo
(Nita et.al,, 1993).

De acuerdo con la hipdtesis neurotréfica (aplicada al sistema
colinérgico), el NGF habrfa de sintetizarse en las células blanco de Ia
region basal, esto es, neocorteza hipocampo, amigdala y otras
estructuras, se uniria a sus receptores localizados en las terminales
nerviosas y serfa transportado en forma retrograda hacia los somas
neuronales de la regién basal, en donde habrian de activarse los
mecanismos correspondientes de sustentacién. Sin  embargo,
recientemante s¢ ha demostrado, mediante métodos neuroguimicos y
morfoldgicos, que la destruccion masiva de células corticales y la
supuesta reduccidon en la sustentacion trofica derivada de la corteza,
no parece tener impacto alguno en la viabilidad de las células
colinérgicas de la region basal, cuestionando la validez de la hipdtesis
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neurotréfica para el sistema nervioso central (al menos en su
formulaciéon cldsica). Mas atn, si bien la delesion del gene de NGIEF en
ratones da lugar a una marcada pérdida de neuronas sensoriales y
simpdticas en etapas perinatales del desarrollo; las células
colinérgicas de la region basal del cerebro se desarrollan y proyectan
hacia sus areas de inervacion en forma normal (Crowly ct al.,, 1991).
Es necesario subrrayar que la inmensa mayorfa de los experimentos
relativos a la influencia del NGF sobre el sistema colinérgico se
centran en procedimientos de administracion de NGIF exdgeno en
modelos de lesidn o disfuncién colinérgica. Esta clase de experimentos
no proveen informacién alguna sobre el papel del factor de
crecimiento en el cerebro adulto en condiciones fisioldgicas normales
y, puesto que. que las lesiones colinérgicas no se regencran
espontineamente, cicrtamente tampoco hay evidencia alguna en
favor de un papel regenerativo para ¢l NGF enddgeno en condiciones
naturales. La mayor expresién de NGF en el cerebro se concentra en
el hipocampo y la corteza, sugiriendo una conexidn entre este factor y
las funciones corticales. El transporte retrégrado de este factor de la
corteza hacia la regidén basal sugiere una conexién funcional entre el
factor de origen cortical y la aferencia procedente del cerebro basal.
Sin embargo a la fecha no existe evidencia directa alguna sobre la
naturaleza de esta interaccidn,

La persistente supervivencia de las células colinérgicas basales a
pesar de la masiva remocion de las células corticales encargadas de
producir NGF, sugiere fuertemente que la conexidn entre este factor y
la aferencia basal no corresponde a un esquema de tipo trifico.
(Podria haber algin otro modo de accidn? A este respecto
recientemente se ha observado que la adicién de NGF da lugar a una
modulacién en la excitabilidad de neuronas septales aisladas.
sugiriendo un involucramiento mds activo de este factor a nivel
electrofisioldgico. Mis recientemente, se ha mostrado que inyecciones
intracerebroventriculares de anticuerpos anti-NGF en ratas, interfiere
con las ramificaciones axonales de células musgosas

(glutamatérgicas), asociadas con el desarrollo de la propagacidn
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epileptogénica en modelos de kindling en hipocampo (Van-der-Zee et
al,, 1995).

En este trabajo trataremos de aportar informacion que permita
esclarecer el significado funcional del NGF en el sistema nervioso
central. En particular centraremos nuestra atencién en el NGF de
origen cortical y en su relacion con la actrividad colinergica local:
Para ello necesitamos un adecuado modelo cortical,



Capitulo Tercero

Un modelo cortical de funciones
asocilativas

La corteza insular (CI) representa un modelo con multiples ventajas
para el estudio de funciones asociativas. Esta region en ratas se
define como un drea que se extiende desde la corteza frontal lateral
hacia la corteza perirhinal en la direccion rostro caudal y del limite
ventral de la corteza somatosensorial hacia la corteza piriforme en la
direccion dorsoventral. La corteza insular (areas 13 y 14 de krieg en
ratas) ha sido considerada como una corteza visceral, dado que recibe
informacidn gustativa y visceral del tilamo y se sabe que se halla
involucrada en reacciones viscerales y de tensidon. Se ha propuesto
que la corteza insular recibe aferencias limbicas con informacidn
sensorial primaria de un modo inusual con repecto a cuaquier otra
drea sensorial de Ia corteza. Entre las conexiones de la corteza insular
que podrian ser importantes en los procesos de memoria se
encuentran los del sistema limbico, la amigdala, los nicleos
dorsomediales del tdlamo y la corteza prefrontal. La corteza insular y
el nicleo central de la amigdala se hallan funcional y reciprocamente
interconectados. Se ha sugerido que las conexiones corticales hacia la

16.



amigdala. incluyendo las de la corteza insular.  transmiten
informacién de tipo cognitivo que a continuacion se integra con
procesos emocionales y motivacionales.  Recientemente, también, se
ha reportado el involucramiento de la corteza insular en procesos
cognitivos en humanos.

[Los primeros experimentos relativos al papel de la region insular en
procesos asociativos iniciaron a principios de los aios 70. En esos
estudios se relaciond a la corteza insular con el aprendizaje
(adquisicion) y la retencion de un modelo conductual conocido como
"condicionamiento aversivo a los sabores” (CAS). El CAS es un simple
pero robusto modelo conductual en el que los animales adquieren
aversion a un determinado sabor cuando éste es seguido de un
malestar gdstrico. En este sentido las lesiones experimentales de la
corteza insular producidas antes o después de la adquisicion del CAS
interfieren con este apendizaje. Dado que se ha probado que estas
lesiones no producen deficiencia alguna en la discriminacién de
sabores o en la sensibilidad gastrointestinal, parece claro que las
lesiones de la region insular impiden la representacion mnemdnica
de los sabores y/o de sus consecuencias gastrointestinales. Dicho en
otras palabras la corteza insular, parece hallarse involucrada
exclusivamente en los aspectos asociativos del CAS. Si bien en un
principio los estudios en esta regién se enfocaron en la
representacidon  mnemdnica (engrama) de las asociaciones entre
estimulos viscerales y estimulos gustativos, ahora es claro que esa
region podria procesar un mas amplio espectro ‘de condicionamientos
conductuales, ya que las lesiones tanto reversibles como irreversibles
de la corteza insular producen severos impedimentos en la
adquisicion de otros dos modelos de aprendizaje aversivo de tipo
espacial conocidos como prevencion pasiva y laberinto de agua.

En particular el CAS representa un modelo muy apropiado para el
estudio de mecanismos de aprendizaje y memoria debido a que las
estructuras neurales involucradas en este condicionamiento se
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encuentran actualmente bien definidas (figura 3). La conexion
existente entre la aferencia colinérgica basalo cortical y el CAS se

establecid previamente en nuestro laboratorio cuando se encontrd

Figura 3 Esquema del corte sagital de un cerebro de rata en al que se muestran las
principates conexiones de la corteza insular con otros nucleos del cerebror (NTS) micteo
del tracto solitario, (NPN) micteo parabraquial del puente, (CVT) compiejo vemrobasat del

talamo, (ST) nicleo subtalimico, (HTL) hipotdlamo lateral (A) amigdala y (CD vorteza

insular,

que lesiones bilaterales con dcido quisquilico en el NBM evitan la
adquisicion del condicionamiento aversivo a los sabores e
interrumpen la retencion de la prueba (evocacidn) en animales
previamente entrenados (Lopez-Garcia,1993). En lo que respecta a la
actividad colinérgica especificamente en la corteza insular y su
relacién con el CAS durante el condicionamiento, resultados
preliminares obtenidos mediante microdidlisis in vivo en nuestro
laboratorio, muestran una significativa activactén colinérgica en la

corteza insular como respuesta a la presentacion de un estimulo
gustativo,

En base a lo anterior, se puede ver que la corteza insular representa
un modelo adecuado para el estudio del papel fisiolégico del factor de
crecimiento neuronal de origen cortical, en sus respectivos aspectos
bioquimicos, morfoldgicos y conductuales.

18.
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Capitulo Cuarto

Objetivo

En el presente trabajo se hace un intento de esclarecer la funcién del
NGF de origen cortical, especificamente en relacion con la actividad
colinérgica local y su correspondiente impacto al nivel conductual,
particularmente en lo que respecta a los mecanismos asociativos
mediados por la corteza,

Concretamente se trata de estabecer si la funcién colinérgica de la
corteza insular es 0 no constitutivamente dependiente de los niveles
endégenos de un factor neurotréfico producido en la propia corteza
en condiciones fisioldgicas normales.

Un manera de determinar la importancia funcional del NGF con
respecto a una poblacién neuronal definida, seria mediante la
supresion local de los niveles enddgenos de NGF, haciendo uso de una
estrategia de inactivacion bioldgica. ;Como? ... mediante anticuerpos
monoclonales especificos anti-NGF. Por definicion (atendiendo a la
hipotesis neurotréfica) si un factor "neurotréfico” para una cierta
poblaciéon de neuronas no se encuentra disponible, esa poblacidn
morira.
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Describiré pues una serie de experimentos en los que se analizarin
los efectos de inyecciones locales de anticuerpos monoclonales anti-
NGF directamente en la corteza insular (figura 4). Estos efectos serdn
determinados basicamente a tres niveles; bioquimico, histoldgico v
conductual respectivamente.

Figura 4
orteza Insular

Neurona
nroductora
de FCN

Neurona
Colinérgica

Esquema de la estrategia general de blogueo enddgeno del factor de crecimiento nearonal

mediante anticuerpos monoclonales espectficos anli-NGF
«

Esta descripcién se centrard principalemente en la substancia de los
experimentos llevados a cabo, omitiendo al mdximo los detalles
técnicos. El lector interesado en estos ultimos queda referido al
apéndice ubicado al final de este documento.
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Capitulo Quinto

Inactivacion cortical del factor de
crecimiento neuronal

Bloqueo de NGF 'y actividad colinérgica.

Con objeto de determinar la relacidn existente entre el NGF de origen
cortical y la actividad colinérgica local hicimos uso de inyecciones
intra corticales de¢ anti-NGF en combinacién con la técnica de
microdidlisis in vivo. Consiste esta iltima en la implantacién de una
pequeiia sonda de microdidlisis en la regidén de interes, en nuestro
caso, en la corteza insular. Una membrana de didlisis ubicada en el
extremo de la sonda separa al medio externo del interior de la
misma. Una solucién de perfusion fluye de manera constante por el
interior de la sonda (solucién ringer, 2 microlitros por minuto). Si la
membrana de didlisis asi lo permite, cualquier substancia que se
halle en solucion en el medio exterior (en este caso el parénquima
cortical) por simple diferencia de concentraciones difundird
libremente a hacia el interior de la sonda. Gracias al flujo la muestra
puede ser colectada continuamente fuera del tejido que se analiza.

Este procedimiento permite muestrear compuestos (por ejemplo
acetilcolina) presentes en el medio extracelular sin intercambio neto
de volumen en el mismo, Un subsecuente andlisis cuantitativo de las
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muestras nos permitiria por lo tanto estimar los niveles fisiologicos
de acetilcolina en el parenquima cortical.

La técnica de microdidlisis posee la gran ventaja de que nos permite
obtener una medida confiable directa y sobre todo, fisiologica de la
actividad colinérgica en una determinada regidn  cerebral,
Adicionalmente esta téenica nos permite llevarla a cabo en animales
vivos y en libre movimiento. La identificacion y cuantificacion de ki
acctilcolina presente en las muestras obtenidas por microdidlisis se
lleva a cabo mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC.
por sus siglas en ingles) y deteccidn electroquimica.

El principio es bdsicamente el siguiente: la acetilcolina presente en la
muestra se descompone en colina y acetato debido a la acetil-
colinesterasa presente en un reactor enzimdtico acoplado al
cromatégrafo. Una ségunda enzima, la colin oxidasa, descompone a su
vez la colina, dando como resultado betaina y perdxido de hidrégeno.
Siendo éste tltimo un fuerte oxidante, al pasar frente a un electrodo
se establece una pequeiia corriente de electrones cuya intensidad
(medida en miliamperios) es proporcional a la cantidad de peroéxido
generado.

o
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FIGURA 5

. anti-NGF (1ug/dia, durante 3 dias)
vehiculo o

1)) (3

Dado que el peréxido es a su vez proporcional a la cantidad de
acetilcolina presente originalmente en la muestra, este procedimiento
permite la estimacion cuantitativa del neurotransmisor en las
muestras obtenidas por microdidlisis.

Con esta herramienta a mano disciiamos el siguiente protocolo (figura
5) Cinco animales fueron implantados bilateralmente con guias
cinula para microdidlisis dirigidas hacia la corteza insular. Cada
animal recibié un total de tres microinyecciones en cada hemisferio
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(una inyeccidn diaria durante tres dias). Cada inyeccion fué¢ de un
microgramo de anticuerpo anti-NGF, (I microgramo/microlitro).  Ef
hemisferio contralateral recibio el correspondiente  tratamiento  de
vehiculo. El objetivo de este arreglo era que cada animal constituyera
su propio control durante el estudio de microdidlisis in vivo .

Los resultados mostrados en la figura 6 incluyen un grupo de cuatro
animales que fueron implantados unilateralmente y no recibieron
tratamiento alguno (control intacto). .

Figura 6
4 -

] | , ~{ Anti-1gG

- Control Intacto

] -O— Vehiculo

~@— Anti-NGF

(8]
!

Acetilcolina pMol/30ul
NS

]

17

o LU *k

0 - S——e—H +""“

N I K
2 3
Fraccién

Liberacion exiracelular de acetilcolina en el parénquima de ‘la corieza insular en las
condiciones experimentales indicadas (ver texto) la barra indica la adicidn de 56 mM de

KCL. *p<0.05 vs. control. ANOVA con post hoe de Fisher.

La adicién dé cloruro de potasio en concentracién 56 mM a la
soluciéon de perfusion, tiene por objeto estimular la liberacién de
acetilcolina en la region analizada.

Como se muestra, el tratamiento utilizado da lugar a una clara
disminucién en los niveles basales de acetilcolina y ninguna
respuesta a la estimulacién por KCl tnicamente en el hemisferio que
recibié el tratamiento de bloqueo anti-NGF, no asi en lo que respecta
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al hemisferio que recibid el tratamiento control (vehiculo), el cual por
su parte registra la misma activacién colinérgica que la observada en
la corteza de los animales intactos.

Puede mostrarse que la disminucién colinérgica observada se halla
asociada a la especifidad del anticuerpo anti-NGF dado que una
aplicacién equivalente de un anticuerpo policlonal con una
especificidad distinta  (anti IgG de raton, lpg/pl), no muestra
alteracidn alguna tanto en sus niveles basales como en la respuesta a
la estimulacidén con potasio.

La grifica muestra la concentracion de acetilcolina con respecto al
numero de fraccién analizada (cuatro muestras sucesivas en total).
Por razones de brevedad se muestran unicamente las fracciones
inmediatamente anteriores y porteriores a la adicion de KCl. sin
embargo cabe aclarar que, para el caso de los grupos controles, los
niveles basales de liberacion de acetilcolina se recuperan en las
subsecuentes fracciones.

;Quién responde al NGF?

Se cree que, en animales adultos, el NGF podria hallarse involucrado
en el mantenimiento neuronal. Por otra parte como ya se indicd, la
expresion del receptor de NGF se encuentra restringido bdsicamente
a los nucleos colinérgicos basales del cerebro anterior: Septum,
Banda Diagonal y Nucleo Basal Magnocelular ( NBM).

Si la hipdtesis del mantepimiento es correcta, entonces la inactivacidn
cortical del NGF enddgeno deberia dar lugar a una degeneracion de
las aferentes colinérgicas procedentes del NBM.

Una manera de probar esta hipdtesis seria analizando el efecto del
blogueo cortical del NGF sobre el estado de las proyecciones hacia la
corteza en particular las proyecciones colinérgicas,
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Figura 7

Célula

Marcada Trazador k

NBM

En condiciones normales, el trazador inyectado en la corteza s¢ moviliza hacia el soma
gracias al transporte retrogrado axonal, Como resultado de ello los somas neuronales del
‘NBM que proyectan hacia la corteza resultarian marcados. Gualquier alteracion en la

conectividad de estas newronas darfa como resultado un ausencia de sefal retrograda en

los somas de la region basal,

Un procedimiento para analizar la integridad de estas proyecciones
es aprovechando la propiedad que tienen las neuronas de
internalizar ciertas sustancias a través de las terminales (endocitosis)
y transportarlas hacia el soma neuronal en sentido retrégrado

(figura 7). De este modo si una sustancia -de éstas (trazador

rerrdgrado) se coloca en el drea de proyeccion de las neuronas de
nuestro interés, el trazador puede ser posteriormente detectado en la

region de donde procede. Si por alguna razén esta conectivadad se
26.
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afecta el trazador retrogrado no podria ser transportado a dicha
region.

Con base en lo anterior llevamos a cabo el siguiente experimento;

Cinco animales fueron  implantados bilateralmente con cinulas
dirigidas hacia la corteza insular, y tratados unilateralmente con el
procedimientos de bloqueo ( Anti-NGF, Ipg/dia. durante 3 dias). El
hemisferio contralateral recibié unicamente inyecciones de solucidn
ringer (figura 8). '

Transcurridos 15 dias a partir de la primera aplicacion los animales
recibieron una inyeccidn bilateral en la corteza insular de un trazador
retrégrado fluorescente (FluoroGold).

Figura 8
Control Anti-NGF

"TALAMO

Estrategia experimental wtilizada en la determinacion del efecto en la concetividad como
resultado del bloqueo cortical del factor de crecimiento neuronal. FG=fluorogold,

NBM=Nicleo Basal Magnocelular.

Adicionalmente, cinco animales intactos (controles) recibieron una
inyeccién unilateral del trazador.
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Cuatro dias despuds, los 9 animales fueron perfundidos y los cerebros
removidos para su andlisis histoldgico.

La determinaciéon de densidad de células marcadas con fluorescencia
se llevd a cabo mediante conteo sobre un area definida de 0.5 mm:?
para el NBM y 0.125 mm? para el nicleo postero-ventro-medial del
tdlamo (TPVM, estructura responsable de las proyecciones taldmicas
hacia la corteza insular), S

En condiciones normales (hemisferio control y animales intactos), las
células marcada aparecen en la region basal del cerebro anterior en
la regidn ipsilateral al sitio de inyeccidn del trazador. Su ubicacidn se
restringe bdsicamente al sector rostral del NBM a lo largo del borde
medial del globus palidus extendiendose hasta la  substancia
innominata. Dado que la corteza insular incluye a la neocorteza
sustativa, que recibe aferentes del area gustativa del tilamo; un gran
nimero de células marcadas se observaron en este udltimo nucleo
(ver figura 9).

La figura 10(a) muestra los resultados del andlisis de conteo para el
nicleo talimico. Como puede verse tanto en el hemisferio tratado
como en el contralateral no tratado y el control intacto no se
observan diferencias apreciables, indicando que en todos los casos las
proyecciones taldmicas no resultaron afectadas.

Por el contrario en la figura 10(b) se muestra, para el NBM, una
dristica disminucién en la densidad de células’ marcadas dnicamente
en el hemisferio que recibié el tratamiento de bloqueo lo cual indica
que las proyecciones basalo-corticales se hallan afectadas,
presumiblemente debido a una degeneracién de las terminales

axonicas, procedentes de este nicleo, que hacen blanco en la corteza
insular,
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Fig 9

Vehiculo e

Anti-NGF
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Marcado de celulas fluorescentes (filtro negativo) en la region basal NBM y el nucleo talimico
ventromedial TPVM. Las cuatro tomas mostradas corresponden a un mismo cerebro
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Los resultados descritos hasta este momento sugeririan que tanto la
actividad colinérgica cortical en animales adultos asi como la
conectividad fisica entre fa corteza y la region basal del cerebro
anterior es  fisioldgica y activamente dependiente de los niveles  de
NGF generados en la propia corteza.

Resultados conductuales

La supresion de la actividad colinérgica observada como resultado
del bloqueo cortical del NGF por un lado y la conocida asociacion
entre la actividad de este neurotransmisor (la acetilcolina) y los
mecanismos cognitivos mediados por la corteza por el otro;
implicarian un efecto conductal concomitante a la inactivacidn
enddgena del NGF, '

Con la intencidn de demostrar esto ltimo, utilizamos dos pruebas
conductuales en las que, como ya se¢ indicd (capitulo tercero), se sabe
que la corteza insular se encuentra involucrada: el condicionamiento

aversivo a los sabores y la prueba de prcvenciﬁn pasiva.
Control intacto

[ vehiculo

9 35 . B Anti-NGF 140
(o] o

£ 304 1 8 120
™ . W 1
it ] ] -
E 20 £ 80.
% 15 Y 60
Q [F) J
© 10 { © 40-
F s =
2 g - 2 )

NBM  Fioura 10 TPVM

A) Numero de células marcadas con el trazador fluorescente ¢n el tdlamo
posteroventromedial. B) Nimero medio de células marcadas en la region basal. *p<0.01.
ANOVA con past hoc de Fisher,
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El procedimiento experimental wtilizado para medir la capacidad que
tiencn lo animales para adquirir la aversion a sabores (CAS) consiste
bisicamente en lo siguiente (ver figura 11):

Se somete a los animales a deprivacidon de agua, permiticndoseles
beber solo una vez al dia de manera regular. Esto nos permite
establecer la Hnea base de consumo diario de agua. Transcurridos un
cierto ntimero de dias en esta condicidn (los necesartos para
estabilizar la linea base), el dia del entrenamiento simplcmcnté se
presenta -en vez de agua- alguna solucidn acuwosa de algin estimulo
gustativo novedoso, por ejemplo una solucion de sacarina o bien de
cloruro de sodio. Los animales beberan de cualquier modo esta
solucién debido a la deprivacion en la que se encuentran. Veinte o
treinta minutos después de que los animales han bebido el nuevo
estimulo, cada uno recibe una inyeccion intraperitoneal de cloruro de
litio, como resultado de la cual, los animales experimentan un fuerte
malestar gdstrico. Para probar la aversién al sabor que los animales
han aquirido, simplemente se vuelve a deprivar a los animales, se
reestablece la linea base de consumo, y nuevamente se substituye el
agua por la solucién utilizada anteriormente. La aversién en los
animales se refleja en una correspondiente disminucion del consumo
de liquido, no obstante la deprivacién en la que se encuentran.

Este condicionamiento se adquiere muy facilmente en un solo evento
de asociacidn, es extremadamente claro y el tiempo transcurrido
entre la sesion de adquisicidn y la prueba puede ser arbitrariamente
largo. Adicionalmente se pueden inducir varios condicionamientos
simultineos ¢ independientes utilizando diferentes estimulos
gustativos.

Las lesiones experimentales de la corteza insular interfieren con el
desempeiio de esta prueba .

La prueba de prevencién pasiva es por su parte un condicionamiento
aversivo de tipo espacial. Se utiliza una pequefia cdmara con dos
compartimentos uno iluminado y otro obscuro (ver fig 12), separados
mediante una compuerta. En el suelo del compartimiento obscuro hay
una placa metdlica a través de la cual se aplica corriente eléctrica.
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Se coloca al sujeto durante algunos segundos en el compartimiento
claro. Al abrir la compuerta, debido a que las ratas son fotofdbicas, el
animal normalemte se desplaza hacia el compartimiento obscuro, se
cierra nuevamente la compuerta y se aplica un inevitable choque
eléctrico, tras lo cual se libera nuevamente al animal. Al dia siguiente
se vuelve a colocar al animal en al compartimiento claro, se abre Ia
compuerta y se registra el tiempo que tarda el animal en entrar
nuevamente a Jla zona obscura (latencia). Un animal normal
simplemente no entrard; por otro lado, un animal con algin tipo de
disfuncién cognitiva se desplazard nuevamente al compartimiento
obscuro en forma casi inmediata,

Nuevamente, las lesiones bilaterales de la corteza insular afectan esta
prueba.

Utilizando estas dos pruebas hemos diseiado el protocolo que se
muestra en la figura 13. Tanto el grupo experimental ( n= 8) como
un segundo grupo control (n=8) fueron implantados bilateralmente
con pequefias cdnulas metdlicas dirigidas hacia la corteza insular, El
grupo experimental recibid durante tres dias una inyeccion bilateral
de 1 pg de anti-NGF (lug/pl), el segundo grupo recibié el mismo
tratamiento con la diferencia de que las inyecciones fueron
dnicamente del vehiculo utilizado (solucién Ringer). Hubo ademds un
tercer grupo (n=8) de ratas intactas (control intacto).
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figura 13
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La utilizaciéon de dos estimulos gustativos diferentes para inducir
aversion nos permite examinar el efecto del bloqueo sobre el
aprendizaje (adquisicidon) y la retencidn (evocacion) en forma
independiente

Como se ve en el esquema, la sesion de adquisicion 1 (CAS-I), al
llevarse a cabo previo al procedimiento de bloqueo, el cual se
verifica quince dfas antes de la sesion de prueba correspondiente,
permite establecer el efecto del tratamiento sobre la funcién de
mewmoria. Un subsecuente entrenamiento, esta vez mediante un
segundo estimulo gustativo (adquisicién 1I), seguido de su
correspondiente prueba, permite por su parte establecer el efecto del
bloqueo sobre la funcidén de aprendizaje (CAS-II).



Los resultados de este experimento se muestran en la figura 14, En Ia
figura se observa que ¢l watamienmto no  parecid tener efecto
significativo en el rccuerdo del condicionamiento  previamente
adquirido comparado con el grupo control intacto (pancl A).

En lo que respecta a la prueba de la capacidad de aprendizaje, en el
panel B se observa una clara ausencia de aversion por parte de los
animales que recibieron el procedimicnto de blogueo anti-NGF.

Aparentemente el tratamiento con el anticuerpo monoclonal dié lugar
a un claro déficit en la capacidad de aprender el condicionamiento
aversivo a los sabores. Por otro lado el mismo tratamiento no
muestra efecto alguno sobre la retenciéon o capacidad de evocar el
condicionamiento previamente adquirido.

La prueba de prevencion pasiva se levé a cabo inmediatamente
después de finalizadas las pruebas de CAS. Como se observa en la
figura 15 el tratamiento de bloqueo did lugar a un claro déficit en el
desempeiio de esta prucba.
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Una posible explicacion a este dltimo resultado es que el tratamicnto
provocd una disminucion en el umbral de sensibilidad a los choques
electricos en los animales tratados con anticuerpos anti-NGF.  Un
subsecuente andlisis de sensibilidad aplicado a los tres grupos mostro
que este no era el caso.

Con base a los resultados conductuales podemos concluir que:

II.- El efecto de este bloqueo incluido probablemente la inactivacién
colinérgica, da como resultado un déficit en el desempeiio de las
funciones de aprendizaje propias de la corteza insulan:
condicionamientos con base a estimulos gustativos y prevencion
pasiva.

IIl.- El efecto de este bloqueo, incluida la inactivacion colinérgica,
carece de efecto en lo que respecta a la funcion de retencidn y/o
evocacion (memoria) de condicionamientos previamente adquiridos.
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al lado obsuro y estancia total en ¢l lado claro, * p<0.05. Kruskal-Wallis y U de

MannWhilney con respecto al control,
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Capitulo Quinto

Conclusion

Una amplia evidencia psicofarmacoldgica sugiere que la transmision
colinérgica juega un papel importante en las funciones de memoria.
Administracién de atropina y escopolamina, antagonistas de la
transmisién colinérgica, se ha observado que impiden el aprendizaje
en numerosas pruebas ( ver. Hasselmo, 1993; Dunnett & Fibiger,
1993, Nabeshima, 1993). Adicionalmente, los déficits de memoria
asociados con la enfermedad de Alzheimer, s¢ ha sugerido que
resultan de una pérdida de la inervacidn . colinérgica cortical.
Recientemente se han desarrollado modelos explicitos tendientes a
explicar el papel de la inervacidn colinérgica en los mecanismos de
almacenamiento cortical de informaciéon sensorial (M.E.
Hasselmo;1992).  Se ha establecido claramente que el principal origen
de inervacion colinérgica en la neocorteza lo constituye el Nicleo
Basal Magnocelular (Bigl et al., 1982).

La regidn basal del cerebro anterior (RBCA) es responsable de hasta

el 95% de la actividad colinérgica observada en la corteza cerebral

(Abdulla et al., 1995). La organizacion topoldgica de las proyecciones

colinérgicas de la regién basal es compleja. Los estudios histoldgicos
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Hevados a cabo a fa fecha indican que las neuronas pertenceientes al
NBM, la substancia innominata subpalidal y el ansa lenticularis,
proyectan rostrocaudalmente y en forma difusa hacia la corteza
frontal parietal y temporal. Por su parte las principales aferencias
colinérgicas a la amigdala provienen de la banda diagonal incluyendo
al nucleo predptico magnocelular, el area predptica lateral y el lecho
del micleo de la estria terminalis (Bjorklund, Hokfelt & Kuhar, 1984).
Lesiones excitotdxicas de la region basal producen alteraciones cn
una gran gama de tarcas conductuales.

Existe un acuerdo generalizado en el hecho de que la expresion del
receptor para NGF se restringe bdsicamente a la region basal del
cerebro anterior (Imaizumi et al,, 1991; Holzman et al., 1995; Urschel
& Hulsebosch, 1992; Vazquez & Ebendal, 1991), mientras que otros
grupos neuronales colinérgicos y no colinérgicos carecen del receptor
para NGF en animales adultos. Se ha observado que la adicién de
NGF, previene la atrofia de neuronas colinérgicas axotomizadas de la
via septo-hipocampal in vivo. Como ya se menciond, cuando se
administra NGF en ratas viejas con impedimentos en habilidades de
aprendizaje, eleva los niveles de colin-acetil-transferasa, incrementa
el tamaio de las neuronas colinérgicas basales y mejora las pruebas
de memoria (Fisher, 1994; Hefti, 1986; Lindsay et al., 1994, Ogawa,
Nabeshima, Kameyama & Hayashi, 1993). Sin embargo no existe
ninguna evidencia de que estos procesos ocurran naturalmente en el
sistema nervioso central, de alli que el papel del 'NGF enddgeno en las
funciones fisioldgicas normales sigue siendo algo obscuro (Nita et al.,
1993), para una revision (Mannes et al., 1994).

Nuestros experimentos fueron disefiados para esclarecer en que
medida la funcion colinérgica de las neuronas de la regién basal del
cerebro anterior que proyectan hacia la corteza insular en las ratas
adultas podrian ser constitutivamente dependientes de un factor

tréfico producido y liberado en la corteza en condiciones
fisiolégicamente normales.
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Un modo de determinar la importancia neurotrofica con respecto a
esta actividad colindrgica seria mediante la supresion local de los
niveles enddgenos de NGF. El uso de anticuerpos especificos anti-NGF
s¢ ha propuesto en repetidas ocaciones como una estrategia idonca
para determinar la participacion de este factor en determinados
procesos plasticos del sistema nervioso (Springer & Loy, 1985
Vantini et al., 1989; Urschel & Hulsebosch, 1992: Nita et al., 1993,
Svendsen, Kew, Staley & Sofronnicw, 1994; Van-der-Zee et al, 1995).
El uso de esta estrategia descanza en la suposicion de que la
iteraccion entre el anticuerpo y el NGF (o alguna otra moléeula
estrechamente emparentada) interfiere con la union de este factor
por su receptor; resultando de este modo en una inactivacion
funcional del mismo.

La infusién cortical directa de anticuerpos monoclonales anti-NGF
resulta en una dramdtica disminucidn en los niveles extracelulares de
acetilcoling, scgun se determind mediante la téenica de microdidlisis
in vivo. Dado que el sistema basal constituye por mwucho el principal
sistema de proyeccidn colinérgica hacia la corteza, es muy probable
que sea precisamente esta aferencia la que ha sido afectada por el
tratamiento de bloqueo. Utilizando pequefias inyecciones del
neurotrazador FluoroGold, hemos encontrado una correspondiente
interrupcidn en la conectividad existente entre la corteza insular y
complejo colinérgico basal ipsilateral al parénquima tratado con anti-
NGF, mientras que el hemisferio control mostro cantidades normales
de células marcadas,. Este efecto en la conectividad parece
restringirse al cerebro basal, dado que las proyecciones taldmicas
permanecieron intactas tanto en el hemisferio tratado como en el
control. Estos resultados en su conjunto sugieren que la proyeccion
colinérgica asi ‘como la conexién fisica entre la corteza y el cerebro
basal son continuamente dependientes del NGF de origen cortical en
el cerebro adulto normal.

Se ha documentado claramente que las lesiones de corteza insular
interrumpen la adquisicidon y la retencion del CAS (Benjamin &
Pfaffiman, 1955). Se ha demostrado también que la corteza insular se
halla involucrada en la adquisicidon y consolidacién de algunas formas
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de aprendizaje espacial  (Bermidez-Rattoni &  McGaugh, 1991
Bermidez-Rattoni, Introini-Collinson & McGaugh, 1991), por otro
lado las lesiones excitotoxicas del NBM sc¢ ha visto que impiden la
adquisicién y retencidn del CAS y muchas otras conductas
aprendidas, incluyendo la prueba de prevencién pasiva (Ldpez-
Garcfa, Fernandez-Ruiz, Escobar, Bermiadez-Rattoni & Tapia, 1993),
Si la proyeccidn del NBM hacia la corteza es constitutivamente
dependiente del NGEF cortical, entonces inyccciones locales de anti-
NGF debiera dar lugar a un déficit detectable en fa habilidad de
aprender el CAS y la prevencidn pasiva.

En nuestro estudio conductual el tratamiento anti-NGF resulta en un
marcado impedimento en la adquisicion del CAS y la prevencidn
pasiva, sin embargo nuestros resultados también muestran que
independientemente de los hallazgos bioquimicos e histoldgicos no
hubo diferencias entre los animales que recibieron el procedimiento
de bloqueo y los animales intactos en lo que respecta a su capacidad
de retener el CAS cuando este fué adquirido previo al tratamiento.
Esto es, no muestran ninguna deficiencia en su capacidad de evocar.
Este resultado claramente sugiere que la actividad colinérgica
dependiente del NGF, no se requierc durante el proceso de retencidn
0 memoria en esta prueba conductual.

Los resultados de este estudio extienden trabajos previos en los
cuales se ha investigado los efectos de tratamientos anti-NGF en el
sistema nervioso central. Si bien la administracién fetal de antisuero
anti-NGF se ha visto que reducen la poblacidn de células colinérgicas
en el septum, el hipocampo y el nicleo basal; los resultados han sido
contradictorios o muy pobres cuando los tratamientos ocurren en el
animal adulto (Vantini et al., 1989 y Mannes et al, 1994). Podria
suceder, sin embargo que, dado que estos tratamientos han sido
intraventriculares, los ecfectos negativos podrian ser el resultado de
una deficiente penetracién del anticuerpo a traves del parénquima
cerebral (Springer & Loy, 1985).

Recientemente se reportd que la infusion crénica de anticuerpos
especificos anti-NGF en el septum da lugar a un significativo
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decremento en la actividad de colin-acetiltransferasa  en el
hipocampo.  Esta estrategia sin embargo no permite establecer el
papel del factor de crecimiento liberado por la regidn inervada y en
particular el factor de origen cortical. A este respecto se ha
demostrado recientemente que la eliminacién masiva de neuronas
corticales no parecen tener ningin impacto en la viabilidad de las
células colinérgicas de la region basal (Minger & Davies, 1992).

Sin embargo, dado que el bloqueo cortical de NGF resulta en una
deficiencia colinérgica local, es posible entonces que este factor sea
necesario para el mantenimiento de una conectividad funcional mas
que para la supervivencia de las neuronas colinérgicas del cercbro
basal.

Es importante sefalar que la naturaleza de nuestros experimentos no
permite establecer si las neuronas colinérgicas de la region basal del
cerebro anterior, son dependientes para su supervivencia de un
factor neurotréfico liberado por el territorio de inervacion.

Lo anterior se debe a que nuestros datos sélo muestran una
inactivacién funcional y una posible alteracion estructural de las
neuronas colinérgicas de la region basal como resultado del bloqueo
endogeno del NGF, lo cual de ningun modo demuestra la muerte de
estas células.

La conexidén existente entre acetilcolina y las funciones de
aprendizaje y memoria, asi como la dependencia aqui demostrada
entre la transmision colinérgica y el factor de crecimiento neuronal
en condiciones fisiolégicas normales; proveen de la base suficiente
para explicar los efectos conductuales aqui descritos... en lo que
respecta al aprendizaje (Sinden et al., 1995; Etherington, Mittleman &
Robbins, 1987; Everitt et al., 1987; Fitzgerald & Burton, 1983). Sin
embargo, el papel del sistema colinérgico cortical en los mecanismos
de retencién o evocacién es menos conocido.

Nuestros resultados sugieren un proceso independiente de la
actividad colinérgica cortical involucrado en los mecanismos de
memoria o evocacién. A este respecto, recientemente se ha
propuesto que la proyeccién basalocortical podria jugar un papel
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importante  unicamente en los estadios iniciales del

proceso  de
aprendizaje (Durkin & Toumane, 1992).

En favor de esta posibilidad
s¢ ha observado que la duracidon de la activacion colinérgica cortical
disminuye progresivamente a medida que aumenta ¢l ndmero de
entrenamicntos y el correspondiente aumento en el desempeiio de la
prucba en modelos de laberinto radial. La extension logica de este
proceso implicaria la existencia de un momento en el que la
intervencion del sistema colinérgico podiia no ser funcionalmente
requerido durante el proceso de evocacidn (Durkin "& Toumane, 1992;
Durkin, 1994). Observaciones andlogas se han reportado con
experimientos de administracion sistémica de escopolamina, en los
cuales se ha observado un efecto decreciente dependiendo de si el
tratamiento se lleva a cabo en las etapas iniciales o finales del
programa de entrenamiento en ¢l laberinto radial (Toumane &
Durkin, 1993). Esta scnsibilidad diferencial al blogqueador
muscarinico sugiere que el sistema colinérgico deja de participar una
vez que se ha aprendido la tarea en cuestion. Nuestros datos
concuerdan con datos previos del laboratorio basados

en
experimentos de transplantes de corteza fetal en

animales
previamente lesionados en la corteza inusular, En estos experimentos

se observd que los transplantes corticales inducian el recuerdo de
condicionamicntos previamente adquiridos lo cual entre otras cosas
significaria que la traza de memoria (engrama) no se encuentra
localizada en la region insular, lo cual a su vez implica que
probablemente la corteza insular se halla involucrada en la salida de
la informacién almacenada en alguna otra parte del cerebro. Por otra
parte estos transplantes inducen también la recuperacion de la
capacidad de aprender nuevos condicionamientos.

La adicion de NGF a los tejidos fetales transplantados da lugar a una
fuerte aceleracidn exclusivamente en la recuperacion de la funcidon de
aprendizaje mediada por el transplante, sin embargo la funcidén de
memoria no mostré alteracion alguna ante la ausencia o presencia de
NGF en el tejido transplantado. Experimentos con transplantes
heterotdpicos por su parte muestran una clara correlacion entre la
recuperacion colinérgica del transplante y el restablecimicnto de la
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FIGURA 16 Corteza
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funcion de aprendizaje, no siendo el caso para la recuperacion de la
memoria, que parece ocurrir independientemente de la  funcion
colinérgica del transplante (Ormsby & Bermddez-Rattoni, 1995).
Nuestros datos parecen implicar directamente a la aferencia basalo
cortical en esta regulacion diferencial. La figura 10 muestra un
modelo que intenta integrar la informacién obtenida.

En el modelo indicado se propone la participacién del factor de
crecimiento neuronal en el mantenimiento continuo de la actividad
colinérgica cortical en el cerebro adulto. El disefio de los
experimentos aqui descritos no nos permite determinar:l) Si el efecto
de bloqueo es o no reversible; 2) durante cuanto tiempo real las
aferencias colinérgicas corticales experimentaron la carencia del
factor 3) que tan estricta fué esta carencia y 4) si las- células
colinérgicas de la regién basal mueren como resultado del bloqueo.
La respuesta a estas interasantes interrogantes requiere sin duda
alguna de subsecuentes experimentos. Sin embargo cabe sefalar que
cualquiera que sea el resultado de los mismos estos no afectan en
modo alguno las conclusiones enumeradas en la figura 16,

En lo que respecta alas dos dltimas conclusiones es importante hacer
notar que el efecto de aparente disociacién entre la adquisicion de un
condicionamiento (aprendizaje), y la retencién y/o evocaciéon de uno
previamente adquirido, dado el bloqueo funcional de un factor
trofico; crea la interesante posibilidad de estudiar por separado dos
funciones que en general tienden a estudiarse indistintamente:
aprendizaje y memoria.
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APENDICE

SUJETOS:

Se utilizaron ratas Wistar macho con pesos entre 250 y 300gars.
Fueron mantenidas en cajas individuales a 25 ©C en un ciclo de luz
oscuridad 12hs-12hs.

PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS GENERALES

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sdédico 635mg/
kilo de peso. ‘

Mediante técnicas estereotdxicas se practicaron dos trépanos en las
coordenadas 0.2 mm en direccion caudal y +/-0.5 mm en direccion
lateral con respecto a bregma, para la implantacion de las cdnulas.
Dependiendo del experimento se utilizaron dos tipos de cdnulas: guias
cinula para microdidlisis (BAS) o cdnulas de acero inoxidable
(diametro interno 0.33mm, diametro externo 0.63mm).  Las cdnulas

se fijaron al crineco con cemento dental y reforzadas mediante tres
tornillos de acero inoxidable en el craneo.

PROCEDIMIENTOS DE INYECCION

Las inyecciones intracorticales se aplicaron durante tres dias a los
animales despiertos. Se utilizé aniticuerpo monoclonal anti-NGF de
raton (con especifidad por las fracciones 2.58 y 7S) disponible
comercialmente (Boehringer Mannheim Germany; EDso=0.lpg/ml).
Un volumen total de 1 pl por hemisferio de PBS (vehiculo) o anti-NGF
(Ipg/pl) fue inyectado utilizando un flujo de 0.07 pl/min.
Alternativamente se utilizé un anticuerpo policlonal control (antilgG
de raton, 1 pg/pl) accesible también comercialmente. Las inyecciones
fueron cuidadosamente ubicadas en la coordenada dorsoventral -5.5

mm y -la localizacién de la punta del inyector fue identificada durante
subsecuentes examenes histoldgicos.
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MICRODIALISIS

Cinco animales fueron implantados bilateralmente con  guius
intracerebrales para microdidlisis de acuerdo con el procedimiento
quirurgico arriba descrito. Cada animal recibid tres inyecciones
untlaterales de anticuerpo, ¢l hemisferio contralateral recibié el
mismo nimero de inyecciones de vehiculo. Las inyecciones se
hicieron através de las guias mediante agujas dentales.
Adicionalmente cinco animales fueron implantados unilateralmente y
conservados como controles intactos. Un tercer grupo fue igualmente
operado y tratado con inyecciones equivalentes de anticuerpos
policlonales anti-IgG de raton. Dos semanas después del primer dia
de tratamiento inicié el procedimiento de microdidlisis. El
procedimicnto consiste en la insercién de la sonda de microdidlisis
(BAS CMAI2, 0.5 mm de diamewo y 3 mm de longitud). La sonda fue
continuamente perfundida con solucién ringer suplementada con
bromuro de neostigmina (5 mM) con un flujo de 2 ml /minuto
mediante una bomba de microinfusién, Los primeros 60 minutos de
muestra se descartaron y a partir de alli las muestras fueron
colectadas cada 15 minutos (30ml por muestra) e inmediatamente
congeladas para su posterior andlisis,

ANALISIS DE LOS NIVELES DE ACETILCOLINA

El andlisis de las muestras se llevo a cabo mediante cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) acoplado a deteccién electroquimmica.
Se utiliz6 una columna SepTiks de Microboro (BAS acetylcholine-
choline assay kit). Colina y acetilcolina fueron transformados en
peroxido y betaina mediante un reactor enzimatico acoplado a la
columna de sc'paracién (BAS). El peroxido de hidrégeno se detectd
electroquimicamente mediante un electrodo de platino (Ag/AgCl) a
500 mV. El limite de deteccién se definid como la cantidad de
acetilcolina suficiente para producir un pico cuya amplitud fuera del
doble del ruido basal: aproximadamente 0.2 pMol.

En este documento no se muestran los datos correspondientes a la
colina
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ANALISIS DE CONECTIVIDAD

De acuerdo con los procedimientos quirtrgicos y de inyeccion
previamente descritos, cinco animales recibieron inyecciones
unilaterales de anticuerpos antiNGF directamente en la  corteza
insular mientras que el hemisferio contralateral recibio el mismo
nimero de inyecciones de vehiculo. ‘

El trazador fluorescente (0.3 ml, fluorogold 2.5%) fue aplicado
bilateralmente en la corteza insular mediante una bomba de
microinfusiéon (0.07ml/min). Cuatro dias despues los animales fueron
perfundidos con paraformaldehido al 4% através de la aorta
ascendente. Se obtuvieron las secciones coronales de 40 mm a lo
largo de la regidn basal del cerebro anterior y el -tilamo
ventromedial. El sitio de la inyeccién fue verificado mediante la
localizacion del tracto de inyeccion. La presencia de fluorogold en las
neuronas marcadas retrogradamente se estudio con la ayuda de un
microscopio de fluorescencia. La determinaciéon de la densidad
relativa de neuronas marcadas en el cerebro basal y en el nicleo
posteroventromedial del tilamo se llevo a cabo del siguiente modo:
Se obtuvieron doce secciones a lo largo de cada estructura por cada
cerebro. El espacio entre cada seccién fue de aproximadamente 120
mm. Se contaron la células marcadas dentro de un drea predefinida
de 0.125 mm?2 para el nicleo talimico (TPVM) y 0.5 mmZ para el
cerebro basal (NBM). El muestreo se hizo en las regiones de mas alta
densidad de neuronas marcadas. Por cada seccidn se hicieron cuatro
determinaciones individuales. El mismo procedimiento se aplicd al
hemisferio contralateral. Para cada cerebro y por cada estructura se
determind el ndmero medio de neuronas marcadas por hemisferio.

PROCEDIMIENTOS CONDUCTUALES

CAS

Cinco dias antes del primer entrenamiento de CAS los animales
fueron habituados a beber agua una vez al dia durante 15 minutos ‘&

Ty,
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(linea base). Al dia siguiente (dia cero en el protocolo mostrado en la
figura 13) se presentd a los animales una solucion 0.1 M NaCl como
un estimulo novedoso en vez de agua. Treinta minutos después los
animales recibieron una inyeccidén ntraperitoneal de de 0.15 M de
LiCl (7.3ml/kg de peso). Cinco dias después inicid el procedimiento de
bloqueo en el grupo experimental, el segundo grupo recibid ¢l
correspondiente tratamiento de vehiculo 'y un  tercer grupo
permanccid intacto. Diez dias después del tratamiento se privo
nuevamente a los animales y se restabeleid Ia linea base de manera
que al dia 14 (a partir del tratamiento) el agua fue nuevamente
substituida por la solucién de NaCl y el consumo registrado como un
indice de aversion. Dos dias despues s¢ presentd un nuevo estimulo
gustativo:  0.1% de sacarina., Media hora después los animales
recibieron una inyeccién intraperitoneal de LiCl. La prueba de
retencién de aversion a la sacarina se verificd dos dias despuds,
registrindose el consumo cono un indice de aversidn.

Prevencion Pasiva

Esta prueba se llevéd a cabo inmediatamente después de las pruebas
de CAS. El aparato consiste en una cdmara con dos compartimentos
uno iluminado y otro obscuro (ver fig 12), separados mediante una
compuerta, En el suelo del compartimiento obscuro hay una placa
metdlica a travéz de la cual se aplica un choque eléctrico.

Se coloca al sujeto durante 20 segundos en el compartimiento claro.
Al abrir la compuerta, debido a que las ratas son fotofébicas, el
animal normalmente se. desplaza hacia el compartimiento obscuro, se
cierra nuevamente la compuerta y se aplica un inevitable choque
eléctrico de 1 mA durante 2 segundos, tras lo cual se libera
nuevamente al animal. En la prueba, 24 horas después se vuelve a
colocar al animal en al compartimiento claro, se abre la compuerta y
se registra el tiempo que tarda el animal en entrar nuevamente a la
zona obscura (latencia). Adicionalmente se registra el tiempo total
que permanece el animal en uno de los compartimientos
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(preferentemente el tado claro).  La observacion se hace durante un
total de 600 segundos por animal.
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