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Consecuencias conductuales, histolégicas y bioquimicas de
inmunolesionar especificamente con la toxina 192 IgG-saporina
células colinérgicas que poseen el receptor del factor de
crecimiento neuronal de baja afinidad p75 en el Nicleo Basal

Magnocelular en rata.

1.Introduccion.
Un interesante problema en neurociencias es el estudio de los procesos de aprendizaje y

memoria. En este sentido, en las dltimas décadas se han generado evidencias sobre la
relacion de los sistemas colinérgicos con estos procesos. El primer capitulo de este
trabajo estd dedicado a mostrar las evidencias de la relacién del neurotransmisor
acetilcolina (Ach) con funciones cognitivas.

Entre los componentes del sistema colinérgico s¢ encuentra el del cerebro basal
anterior el cual proyecta fibras colinérgicas hacia muchas regiones cercbrales, entre
ellas el manto cortical, el hipocampo y la amigdala (Bigl et al 1982). Al sistema
colinérgico se dedica el segundo capitulo en donde se sefialan los componentes
anatémicos.

La herramienta que se ha utilizado para disecar la participacién de las neuronas del
cerebro basal anterior en los procesos de aprendizaje y memoria han sido la lesién
excitotdxica.

Los experimentos de lesiones excitot6xicas en el nicleo basal magnocejular (NBM),
han mostrado déficits de aprendizaje (Sinden et al 1995, Wenk et al 1996). Estos
déficits son atribuidos al dafio en la transmisién colinérgica def NBM hacia la corteza.

Sin embargo en otros estudios se mostré que la disminucién de la colin-acetiltransferasa
(ChAT) cortical después de lesiones excitotéxicas en el NBM no esta relacionada con el
impedimento cognitivo (Beninger et al 1994, Dunnett et al 1987, Mallet et al 1995).
Una revisién de los trabajos de lesiones en el NBM, Ia presentamos en el tercer capitulo
de este trabajo.

En estudios posteriores se mostr6 que la disminucién de neuronas del cerebro basal
antetior que portan el receptor del factor de crecimiento neuronal (NGF) corresponde
con la pérdida selectiva de la inervacion colinérgica cortical después de inyecciones
intracerebrales de la reciente inmunotoxina 192 IgG-saporina (Book et al 1994, Wiley
et al 1992),




Los experimentos que han utilizado esta inmunotoxina no han podido reproducir los
déficits de aprendizaje y memoria encontrados con las lesiones excitotoxicas. Esto pone
en duda la idea de que la entrada de acetilcolina {Ach) en la corteza tiene un efecto
directo en la formacién de la memoria (Baxter et al 1995, Berger-Sweeney et al 1994,
Torres et al 1994, Waite y Thal 1996, Wenk et al 1996, Wenk et al 1994),

En el presente trabajo utilizamos un paradigma de aprendizaje mediado corticalmente,
el condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) para determinar la probable
participacion de la via colinérgica NBM-corteza en el aprendizaje. EI CAS es un
modelo ampliamente usado para el estudio de los procesos de aprendizaje y memoria
(Bermudez—Rattoni y Yamamoto 1998). En este modelo conductual e} animal adquiere
una aversién a un estimulo novedoso al ser este tltimo seguido de un malestar gastrico.
Los substratos anatémicos de este paradigma han sido establecidos (Kiefer 1985,
Bermudez-Rattoni y Yamamoto 1998), encontrandose que la corteza insular es el tinico
sitio cortical directamente involucrado en a adquisicion y retencién del CAS (Kiefer y
Brown 1979, Yamamoto et al 1980, Aggleton et al 1981, Braun et al 1982, Kiefer
1985),

En el cuarto capitulo se muestran los trabajos que sostienen que la inmunotoxina 197
1gG-saporina es una herramienta selectiva para examinar a participacién de las fibras
colinérgicas que portan el receptor para el NGF en péradigmas conductuales.

En este capitulo se discute la falta de selectividad de las lesiones excitotoxicas como un
problema que produce interpretaciones conductuales confusas debido al dafio en
estructuras vecinas cerebrales. Este problema es ¢l que genera la presente investigacion,
en la cual se pretende aclarar estas discrepancias.

Posterior a esta revision se plantea la hipdtesis que condujo el presente estudio, se
describen los resultados que produjo y finalmente se evaltian estos resultados con

respecto a la literatura revisada.

2.Relacion de la acetilcolina con funciones cognitivas.

El estudiar la relacion de Ia acetilcolina con funciones cognitivas dard un acercamiento
a procesos cognitivos como la memoria y el aprendizaje.
La manera en como se estudia un fenémeno en particular, es casi siempre,

descomponiéndolo en subconjuntos, esto con el objeto de simplificar el problema.
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directo en la formacién de la memoria (Baxter et al 1995, Berger-Sweeney et al 1994,
Torres et al 1994, Waite y Thal 1996, Wenk et al 1996, Wenk et al 1994),
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descomponiéndolo en subconjuntos, esto con el objeto de simplificar el problema.



La forma de disecar el problema en subconjuntos, depende en gran medida de nuestros
objetivos. El presente estudio se iniciard con la acetilcolina, ya que se sabe tiene
relacion con los procesos de aprendizaje v memoria.

Los primeros acercamientos hacia la bioquimica del aprendizaje y la memoria
comienzan con estudios utilizando modelos en invertebrados. Estas investigaciones
dieron las primeras ideas electrofisiolégicas, moleculares, y del desarrollo del
aprendizaje y la memoria. La idea de la relacién entre la acetilcolina (Ach) y la
conducta tiene su origen a mediados de los afios 20, cuando es descubierta como
neurotransmisor en el sistema nervioso. Esta idea cobra un papel importante con el
descubrimiento de la enfermedad de Alzheimer, en donde se asocia la pérdida de la
memoria con la pérdida de neuronas que sintetizan Ach. Estos dos descubrimientos
abren camino en la investigacién con la influencia de la Ach en el funcionamiento de la
memotia. Los efectos de las substancias potenciadoras de la memoria, que interfieren
con la degradacién de la Ach y de las substancias que actian como agonistas
colinérgicos han sido observadas en una amplia variedad de paradigmas conductuales

(Brinton, 1991).

La acetilcolina es un neurotransmisor de bajo peso molecular que se elabora a partir de

la colina, la cual obtenemos de la dieta y de la acetil-coenzima A (ver fig.1).

Acetil CoA —~ Colina

M

i -+
CH3-C-O-CH2-CH2-N-(CH3)3 —— CoA

Acetilcolina

Fig. 1 La via biosintética de la acetilcolina tiene una sola reaccién enzimatica (1),
catalizada por Ia colin-acetiltransferasa (ChAT). La enzima que degrada a la acetilcolina es
la acetilcolinesterasa. La acetilcolina es utilizada en muchas sinapsis en todo el cerebro. En
particular en el nicleo basal de Meynert (llamado magnocelular en la rata) hay muchos
cuerpos celulares que la sintetizan y estas neuronas tienen proyecciones difusas hacia la

corteza cerebral (Tomado de Kandel et al 1991).




Ll sistena  que interesa en este estudio es el sistema colinérgico por que existen
fuertes evidencias de que estd involucrado en el almacenamiento de la memoria. (Bartus
et al 1985, citado por McGaugh 1989).

Las herramientas para disecar la red colinérgica pueden ser ciertos frmacos que al
tener efectos conductuales nos pueden revelar caracteristicas del sistema en el que
estamos interesados en este case memoria y aprendizaje. Asi, la utilidad de un farmaco
depende directamente de Ja selectividad con la que afecte un sistema biologico dado, en
este caso. los sistemas colinérgicos. Ahora veamos que caracteristicas o principios tiene
la memoria: tales como los cambios en el tiempo, los procesos que podrian estar
involucrados, sus relaciones con otras funciones. la naturaieza y organizacion de los
sistemas cerebrales que participan en la formacion, desarrollo y expresion de la
memoria (Squire y Davis 1981). Desde esta perspectiva, vemos por qué entre mas
amplio el rango de efecto de un firmaco en el comportamiento menor es su utilidad. El
andlisis farmacolégico de la memoria puede ser entendido en el contexto de los
esfuerzos para apreciar los eventos bioquimicos, neurofisiolégicos v anatémicos que
influyen en el almacenamiento de la memoria (Squire y Davis 1981), esfuerzos que
estan dentro del enorme campo de las neurociencias. En este sentido, los principales
conceptos que han guiado fas investigaciones neurobiolégicas sobre la memoria son:

i) Sistemas neurales extrinsecos o intrinsecos. (Los sistemas intrinsecos se refieren
4 las vias en donde las representaciones de informacién se desarrollan. Fl
sistema extrinseco se refiere a las vias que pueden influenciar el desarrollo,
mantenimiento o expresion de la memoria).

it) El concepto de modulacion.

iii)  Distincién entre mecanismos de almacenamiento a largo y corto plazo.

iv)  El concepto de consolidacién. (La consolidacion es el proceso por el cual la
resistencia al rompimiento se desarrolla gradualmente después del aprendizaje)

(Squire y Davis 1981).

Existen en la literatura datos sobre los efectos de anticolinérgicos en la memoria de
tareas previamente aprendidas. Los resultados de estos experimentos sugieren que el
almacenamiento de la memoria involucra en parte una secuencia de cambios en la
eficacia de la transmision de las sinapsis colinérgicas y esta se desarrolla con respecto al

tiempo, después del aprendizaje de la tarea (Deutsch 1971, Squire y Davis 1981).




Para que una tarea se recuerde por semanas, se ha pensado que lo que ocurre después
del aprendizaje, es un incremento gradual de la eficacia sinaptica y un decremento de
esta eficacia durante el curso natural del olvido. De esta manera, si la fisostigmina es
administrada después del aprendizaje, eleva la eficacia de la transmisién colinérgica por
arriba de los niveles optimos impidiendo asi la ejecucién de la tarea. Cuando es
administrada durante el curso natural del olvido se ha propuesto que eleva la eficacia de
la transmision al nivel dptimo, permitiendo asi el recuerdo.

Estos trabajos se han replicado y expandido sugiriendo en conjunto que los cambios
sindpticos ocurren gradualmente después del aprendizaje y el curso de tiempo en que
éstos suceden estd relacionado con el curso natural de la memoria. Esta idea esta
apoyada por los estudios de pacientes con amnesia, en donde la observacion clinica ha
confirmado que la amnesia retrégrada puede afectar memorias formadas pocos afios
antes, sin afectar memorias mas antiguas. Con ello se piensa que la memoria cambia
gradualmente durante los afios posteriores al aprendizaje, siendo asi, cada vez mas

resistente a la alteracion (Squire y Davis 1981 ) (ver fig. 2).
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-ﬁ,_.._._a t
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que tarda en
consolidarse la
memoria

Fig.2 El concepto de consolidacion se toma como el proceso ¢n el cual la resistencia a la

alteracién se desarrolla gradualmente después del entrenamiento.

Los resultados de ciertos estudios de pacientes con la enfermedad de Alzheimer
sugieren la posibilidad de que la enfermedad afecte selectivamente neuronas
colinérgicas. Con ello, surge la siguiente pregunta: ;la administracién de farmacos

colinérgicos puede retrasar la disminucién de las funciones cognitivas asociadas con



esta enfermedad?. Con éstos estudios, ain no se puede concluir acerca de la posible

utilidad de los farmacos colinérgicos (Squire y Davis 1981).

Para resumir estos estudios es dtil considerar los estudios con animales que primero
demostraron que los efectos de firmacos colinérgicos estdn determinados en gran
medida por la dosis y por la edad de la memoria. Los trabajos dedicados al estudio de
farmacos colinérgicos se ven, con ello obligados a tratar con estas dos variables. En
estos trabajos, ya se habia puntualizado que las dosis terapéuticas adecuadas debian ser
seleccionadas para cada paciente. Por ello, el mejoramiento de la memoria en sujetos
normales con férmacos colinérgicos no es viable debido a que las dosis que mejoran el
recuerdo de un tipo de memorias impiden el recuerdo de otras.

Dada la gran cantidad de evidencia que sugiere un papel importante en el sistema
colinérgico en la memoria y aprendizaje en humanos, se pueden distinguir tres areas de
investigacion que han conducido al desarrollo de ta hipotesis colinérgica:

a) Los estudios utilizando anticolinérgicos en voluntarios humanos normales.

b) El examen directo del estado del sistema colinérgico en sujetos con desordenes en
memoria y déficits en aprendizaje.

¢) Intentos de mejorar la memoria y funcién cognitiva con féirmacos en sujetos normales
Yy en pacientes con disfunciones. (Davies 1985).

En cuanto al inciso a, se ha demostrado que al utilizar dosis bajas de escopolamina en
voluntarios jovenes demuestran déficits importantes en el funcionamiento de la
memoria, con déficits menores en otros aspectos de las funciones cognitivas (Drachman
y Leavitt 1974, Drachman y Sahakian 1980). La escopolamina es el firmaco utilizado
mas frecuentemente en estudios de este tipo ya que sus efectos son reproducibles. Lo
que se debe considerar zhora es si es posible modelar los trastornos de la memoria con
anticolinérgicos. El factor que nos impide esto en gran medida es la gran complejidad
del sistema colinérgico.

La administracion de farmacos anticolinérgicos tiene los siguientes problemas:

i) Pueden interferir con més de uno de estos tres grupos de neuronas colinérgicas

ii) Afectar otras regiones del cerebro

iii) Afinidad del farmaco

iv) Variaciones regionales de la actividad basal del sistema. En otras palabras, tenemos
que saber con exactitud la actividad del sistema en los tiempos que nos interesan para

poder estimar asi ¢l efecto del fairmaco que estamos utilizando.




Teniendo en cuenta los problemas anteriores se puede ver porque el uso de drogas para
disecar el papel del sistema colinérgico en memoria y aprendizaje es complejo. Atin con
estas dificultades, a través del uso de anticolinérgicos los datos son consistentes en que
el sistema colinérgico juega un papel en la memoria humana y en las funciones
cognitivas (Davies 1985).

En cuanto al inciso b, sobre andlisis del sistema colinérgico en sujetos con desérdenes
en memoria y déficits en aprendizaje, existe evidencia de disfuncion colinérgica en
trastornos humanos, involucrando pérdida de la memoria y déficits cognitivos en la
enfermedad de Alzheimer. En estos estudios se ha encontrado una marcada deficiencia
colinérgica. Es interesante notar que esta deficiencia colinérgica estd limitada al nitcleo
basal de Meynert y la banda diagonal de Broca. La interpretacion de la relaci6n entre el
déficit colinérgico y los sintomas de la enfermedad es dificil ya que podemos pensar que
el déficit es s6lo indicativo de la severidad de la enfermedad y no de la implicacion
causal (Davies 1985). Entonces, ;como establecer el papel del sistema colinérgico en la
funcion cognitiva a partir de estudies de tejido cerebral?. Este problema se ha tratado de
resolver haciendo correlaciones entre la actividad de la ChAT y el déficit cognitivo y se
ha encontrado que la baja actividad de la ChAT en mas de una regién cortical es la
mejor prediccién para casos de demencia. Se ha visto también que los efectos de las
lesiones en la funcidon cognitiva son altamente dependientes de la Iocalizacién de la
lesion (Davies 1985). Aunque los andlisis de estos resultados apoyan la hipétesis
esencial de que con disfunciones colinérgicas la cognicién es imposible, se ha
demostrado que existen otros factores involucrados. Se tienen ademas pacientes con
problemas de demencia en donde la actividad de la ChAT esta en los valores normales.
Alin no esta claro qué es lo que sucede en estos casos. A partir de los trabajos realizados
se puede concluir que una transmisién colinérgica anormal resulta inevitablemente en
demencia pero ésta no siempre se debe a la transmision colinérgica anormal. Con lo
anterior se sugiere que los déficits en el sistema colinérgico contribuyen a la generacion
de la demencia (Davies 19835).

Para terminar con estas tres dreas de investigacion, veamos el punto c) acerca de los
intentos de mejorar la memoria y funcién cognitiva con firmacos en sujetos normales y
en pacientes con disfunciones, Hasta este momento existe sélo un farmaco que produce
mejoras significativas en pacientes con Alzheimer y ésta es la fisostigmina.

El hecho de la existencia de un solo firmaco tfcnc que ver con la dificultad de
manipular la transmision colinérgica central en humanos debido a su naturaleza
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extendida. Niveles altos o bajos de acetilcolina con respecto a los basales en una
sinapsis resultan igual de ineficientes en la actividad fisiologica.

Lo que es necesario es un agente o la combinacién de agentes que aumenten
selectivamente la transmision colinérgica. Al no existir éstos no podemos afirmar que la
perdida de memoria y la disfuncion cognitiva en pacientes con Alzheimer sean causas
de la deficiencia en la transmisién colinérgica. Pero a partir de lo anterior se puede
concluir que, si existe un neurotransmisor clave para las funciones de memoria y para
otros aspectos de las funciones cognitivas entonces éste podria ser Ia acetilcolina
(Davies 1985).

Existe evidencia posterior de que otros sistemas, como los noradrenérgicos,
dopaminérgicos, serotoninérgicos gabaérgicos y de somatostatina decaen también con
la enfermedad de Alzheimer, pero la reduccién mds marcada de células, ocurre
claramente en el nicleo basal de Meynert y en el septum, los cudles se conocen por
proveer de proyecciones colinérgicas a otras regiones cerebraies incluyendo la corteza ¥
el hipocampo (McGaugh 1989).

Los estudios de Stratton y Petrinovich (1963) confirmaron que la retencién es
otenciada por inyecciones sistémicas de dosis bajas de fisostigmina que es un inhibidor
de la acetilcolinesterasa. Efectos potenciadores de la memoria también han sido
encontrados dentro de una amplia variedad de paradigmas conductuales incluyendo la
prevencion pasiva (McGaugh 1989).

Estos hallazgos sostienen que la acetilcolina liberada por el entrenamiento estd
involucrada en la modulacién del almacenamiento de la memoria. Se ha reportado
también que agonistas muscarinicos como la arecolina y la oxotremorina administrados
sistémicamente después del entrenamiento tienen efectos potenciadores en la retencién
(Baratti et al 1984, Flood et al 1981). Estos efectos de los agonistas colinérgicos son
dependientes de la dosis y del tiempo (McGaugh 19§9).

Descubrimientos importantes son, también los guiados por farmacos que al
administrarse solos no tienen ningin efecto, pero al administrarse con otro, potencia los
efectos de estos ultimos, este fendmeno es conocido como un efecto sinérgico. Aun no
se han disefiado experimentos con el fin de averiguar las bases de estos efectos
sinérgicos. (McGaugh 1989).

Es claro que inyecciones de antagonistas colinérgicos, como la escopolamina
producen impedimentos en la retencién dependientes de la dosis, cuando son
administrados previo al entrenamiento (Flood y Cherkin 1986). Estos hallazgos pueden
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deberse a influencias en procesos diferentes a los del almacenamiento de la memoria.
Mientras muchos investigadores han encontrado que la retencion en una variedad de
tareas es impedida por la administracién de antagonistas colinérgicos posterior al
entrenamiento (Flood y Cherkin 1986, Baratti et al 1984) otros investigadores no han
encontrado impedimentos significativos en la retenéién con inyecciones posteriores al
entrenamiento {Hagan et al 1986). En general, los estudios que han encontrado
impedimentos en la retencidn con inyecciones de antagonistas colinérgicos posteriores
al entrenamiento han usado dosis mayores que aquellas requeridas para producir
impedimentos con inyecciones previas al entrenamiento. Las bases de éstos hallazgos
no son claras. La mayoria de los trabajos recientes de investigacion que estin
preocupados por las influencias colinérgicas en la memoria estin motivados por el
interés de encontrar y desarrollar tratamientos con drogas, apropiados para la
enfermedad de Alzheimer y otros trastornos de la memoria en la cual la funcion
colinérgica estd impedida. La suposicién general que subyace a éstas investigaciones es
que podria ser posible restablecer la transmision colinérgica a través del uso de
inhibidores de la colinesterasa, agonistas colinérgicos, u otros farmacos. Este punto de
vista ha sido animado por hallazgos que sugieren que la fisostigmina puede producir
ligeras mejoras en la memoria, en algunos pacientes con Alzheimer (Davis et al 1983).
Muchos investigadores han intentado desarrollar un modelo animal de la enfermedad de
Alzheimer, lesionando el nicleo colinérgico de] cerebro anterior en ratas. Aunque estas
lesiones no reproducen las innumerables alteraciones biologicas vistas en la enfermedad
de Alzheimer, si impiden aprendizaje y retencion en una amplia variedad de tareas. Este
impedimento es potenciado por la escopolamina. Es importante, para la suposicion de
que las drogas podrian ser efectivas en el tratamiento de trastornos resultado del
deterioro colinérgico, el que algunos estudios hayan reportado el hallazgo de que el
déficit en aprendizaje inducido por lesiones en ¢l cerebro basal anterior pueden ser
atenuadas por la fisostigmina administrada antes o después del entrenamiento. Con
esto, es posible que en animales con deterioro en el funcionamiento del NBM, se
requiera el restablecimiento de la funcién colinérgica para la atenuacion del deterioro de

la memoria (McGaugh 1989).

Los hailazgos anteriores sugieren un papel importante de] sistema de transmision

colinérgico en los procesos de almacenamiento de la memoria.



3. Neuroanatomia de Ia acetilcolina.

Estudiando la neuroanatomia de la acetilcolina podremos situar la via colinérgica nbm-
corteza, que interesa en este estudio dentro del sistema colinérgico global al cual
pertencce. Esta via colinérgica es importante ya que como sefialamos anteriormente
parece tener un papel importante en procesos cognitivos.

Observandolos como un todo, los sistemas colinérgicos centrales forman un agregado
continuo de neuronas, que es mas extenso que cualquier otro, en el sistema nervioso
central de mamifero. Las neuronas que utilizan acetilcolina como neurotransmisor son
sélo unos pocos millones de los billones de neuronas estimadas en el sistema nervioso
central de mamifero. Las células colinérgicas controlan regulan o modulan casi todos
los misculos, érganos glindulas y regiones neurales. Ademdas, los mecanismos
colinérgicos intervienen en casi todos los comportamientos, tanto neurales como
manifiestos (Woolf 1991).

Las neuronas colinérgicas que van desde la médula espinal hasta el cerebro anterior
presentan caracieristicas arquitectnicas que si las observamos con cuidado, nos
sugeririan la capacidad de mediar comportamientos complejos. Los subsistemnas
colinérgicos (ej. cerebro basal anterior, estriado, pontomescencéfalo y neuronas
motoras) pueden ser considerados como entidades funcionales globales sobre la base de
las conexiones. Las neuronas colinérgicas estin interconectadas, sin importar la
distancia que exista entre ellas. A través de estas conexiones cada subsistema
colinérgico recibe de manera colectiva una serie completa de informacién sensorial Este
patron de conectividad, provee de un substrato anatémico para la integracion global de
la informacion relevante de las complejas funciones llevadas a cabo por los sistemas
colinérgicos de mamifero (Woolf 1991),

Las neuronas que contienen la ChAT son generalmente consideradas cémo
colinérgicas. En la gran mayorfa de los casos, las neuronas que reaccionan
inmunohistoquimicamente a anticuerpos monoclonaies o policlonales producidos contra
la ChAT, corresponden a las mismas neuronas que por métodos alternativos se ha
demostrado que son colinérgicas. En general las células positivas para ChAT tifien
también para [a acetilcolinesterasa (Bigl et al 1982). Por otra parte las conexiones
anatomicas trazadas por neuronas inmunopositivas para ChAT corresponden en general
a vias colinérgicas sefialadas por medidas bioquimicas de la actividad de ChAT, toma
de la colina y liberacion de la acetilcolina ( Woolf et al 1984, Woolf y Butcher 1986).



3.1 Distribucién de las neuronas colinérgicas.
Es generalmente aceptado que existen dos grandes grupos de neuronas colinérgicas:

i) Neuronas del cerebro basal anterior dentro del niicleo septal medial.
ii) Neuronas del miembro vertical y horizontal de ta banda diagonal de Broca y el
nicleo basal magnocelular (nbm), también Hamado nicleo basal de Meynert en

seres humanos. (Everitt y Robbins 1997) (ver fig. 3).

cingulate
s ex -
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Fig. 3 Esquema de ia distribucién de las neuronas colinérgicas y sus proyecciones en el
cercbro de rata. Abreviaturas: MS, septum medial; VDBB, nticleo del miembro vertical de
1a banda diagonal de Broca; HDBB, nicleo del miembro horizontal de la banda diagonal de
Broca; NBM, niicleo basal magnocelular: tpp, nicleo pedunculopontino tegmental; dltn,
nucleo laterodorsal tegmental; PFC, corteza prefrontal; SN, substantia nigra; iP, nicleo

interpeduncular; DR, dorsal raphé; LC, locus ceruteus (Tomado de Everitt y Robbins 1997).

La region del cerebro basal anterior parecen ser las Ginicas regiones que contienen
cuerpos celulares que se presentan de manera uniforme a lo largo de diferentes especies
de mamiferos. Parece ser que a través del sistema nervioso, las neuronas colinérgicas
estan dispersas de manera irregular en lugar de estar localizadas en nucleos discretos
(Woolf 1991).

Se ha demostrado por inmunocitoquimica para ChAT que los cuerpos celulares
colinérgicos forman columnas continuas que comprenden el telencéfalo y diencéfalo
basal, tallo cerebral y médula espinal. Dondequiera que acabe un grupo de células

colinérgicas comienza otro. Entre éstos grupos no existen limites bien definidos, sino




que estan entrelazados (Woolf 1991). Esta organizacién colinérgica en continuo €s ya
muy conocida (Bigl et al 1982, Woolf et al 1984 citados por Woolf 1991).

Entre cada célula colinérgica existen numerosas dendritas sobrepuestas que
proporcionan numerosos puntos de interseccion, esto produce una magnifica conexion
entre neuronas adyacentes, si este patrén lo vemos en una escala superior, lo que resulta
en una fina interconexién entre los diferentes subsistemas colinérgicos. Con esto vemos
que desde la region rostral hasta la region caudal, todas las células colinérgicas en el
sistema nervioso central de mamifero parecen estar unidas en complejo unificado de

subsistemas contiguos {Woolf 1991),

3.2 Caracteristicas de las terminales colinérgicas en el SNC.
Las células positivas a ChAT tienen proyecciones interneuronales intrinsecamente

Oorganizadas dentro de la sustancia gris. Las células positivas a ChAT que muestran
proyecciones hacia otras regiones estan embebidas tipicamente en tractos de fibras los
cudles proveen un conducto para que las fibras colinérgicas alcancen sus sitios blanco.
Un niimero relativamente pequefio de las células cofinérgicas inerva cada region neural
(Woolf 1991).

Casi todas las regiones neurales del cerebro de mamifero esta inervado por un grupo
contiguo de células colinérgicas, que en la mayoria de los cases, derivan de un solo
nicleo 6 subsistema. El manto cerebral en su totalidad estd inervado por neuronas
colinérgicas del cerebro basal anterior, pero son pocas las proyecciones colinérgicas que
descienden de ésta area (Woolf 1991).

3.3 Aferencias hacia células colinérgicas.
Es comin que los grupos de células colinérgicas proyecten hacia otros grupos

colinérgicos. Las células colinérgicas reciben solamente un pequefio niimero de entradas
de cualquier fuente, sin tener en cuenta $i existe una gran o pequefia distancia entre el
grupo de células colinérgicas y la neurona aferente. La ocurrencia repetida de éste
fenémeno sugiere que algiin proceso indeterminado subyacente podria ser responsable
de la escasa distribucién de las fuentes individuales de entradas hacia las neuronas
colinérgicas (Woolf 1991).
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3.4 Proyecciones de las neuronas colinérgicas del NBM

Las dreas rostrales de la isocorteza como la corteza frontal estan inervadas por células
colinérgicas del NBM rostral y de la substancia innominata, mientras que la corteza
parietal y la corteza temporal son sucesivamente inervadas por células colinérgicas
caudales del NBM y el niicleo ansa lenticularis (Bigl et al 1982). Ademas de éste
gradiente rostrocaudal, es evidente un gradiente mediocaudal, en el cual los grupos
celulares del cerebro basal anterior localizados medialmente proyectan a regiones
corticales mediales. Las células laterales del cerebro basal anterior proyectan casi
exclusivamente hacia regiones corticales laterales (Bigl et al 1982). Los somas
colinérgicos caudales del cerebro basal anterior parecen estar reciprocamente unidos
con las regiones corticales que ellos inervan (Woolf 1991). Se encontrd también que
amplias regiones de las cortezas frontal, parietal y temporal presentaron el trazador
retrogrado, después de infusiones en ¢! NBM, en la substancia innominata ¥ el nicleo
ansa lenticularis (Woolf 1991).

Cada regitn isocortical, incluyendo las cortezas visuales y temporales, proyectan
axones a las regiones adyacentes a las dendritas distales que surgen de las neuronas del
cerebro basal anterior que proyectan también a las mismas regiones corticales (Saper
1984).

Con ello se tiene la base anatomica para explicar los efectos en el sentido fisiologico,
donde se observa que las cortezas sensoriales primarias activan el cerebro basal anterior.
La estimulacién visual y auditiva produce incrementos arriba de los niveles basales en
la cantidad de acetilcolina liberada especificamente en la corteza visual y auditiva
respectivamente. Las proyecciones corticales visualés y auditivas hacia el cerebro basal
anterior proveen las vias anatémicas que podrian causar estos efectos funcionalmente
importantes. Los axones aferentes que se originan de las regiones isocorticales
probablemente proveen de pocos contactos sinapticos en las dendritas individuales
distales de las neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior, lo que provoca que la

deteccién inmunohistoquimica de éstas sinapsis sea muy dificil (Woolf 1991).

3.5. Configuracién anatémica del sistema colinérgico en una sola red.
Un sistema colinérgico es un sistema simple, ya que contiene pocas células y pocas

conexiones. Las conexiones entre las células colinérgicas parecen hablar de que la




importancia anatémica de las mismas no radica en los componentes celulares
individuales sino en la configuracion de toda la red (Woolf 1991).

El sistema colinérgico se compone de subsistemas, en los cudles las células
colinérgicas estan conectadas de una manera particular: las dendritas distales de una

neurona se comunican con las dendritas distales de otra neurona (Woolf 1991).

3.6 Interconexicnes en la red colinérgica.
En los grupos celulares colinérgicos, son comunes las uniones estrechas y las sinapsis

dendrodendriticas, €stas caracteristicas son raras en el sistema nervioso central (SNC).
Las sinapsis en las células colinérgicas del cerebro basal anterior se localizan en las
dendritas  distales. Las neuronas colinérgicas adyacentes estan comunmente
interconectadas por conexiones axodendriticas y dendrodendriticas en sus procesos
distales. Este patron de conectividad podria mediar patrones de disparo coordinados
entre neuronas colinérgicas adyacentes, contribuyendo asi a una actividad basal dentro
de los subsistemas colinérgicos y con capacidades de extenderse entre subsistemas
contiguos (Woolf 1991), '

En ef humano existen de 1-2 células colinérgicas que inervan cada macrocolumna de la
corteza cerebral (Wenk 1989, citado por Woolf 1981). Con ello es posible conformar un
circuito reciproco basalocortical, en donde la proporcién de células colinérgicas con
respecto a las corticales que integran éste circuito es de 1/1000 (Woolf 1991). EI hecho
de que las neuronas colinérgicas estén interconectadas preferentemente en sitios distales

incrementa su campo de accién (Woolf 1991).

3.7 Caracterizacion de los impulsos eléctricos en la red.
Aunque las entradas individuales son escasas y presumiblemente débiles, las entradas

colectivas a cada subsistema colinérgico representan grandes y complejas series de
informacion sensorial (Woolf 1991). Todas las regiones de la corteza proyectan axones
cerca de las dendritas distales de las células del cerebro basal anterior, las cudles inervan
las mismas regiones corticales, esto permite el acceso de todo el manto cortical a la
influencia colectiva del subsistema del cerebro basal anterior {Woolf 1991).

Cuando la informacion que se deriva de los diferentes dominios sensoriales llega a los
sistemas colinérgicos, se produce una respuesta coordinada debido a sus patrones de
interconexion. Las partes aisladas de la informacién sensorial pueden ser unidas en una
sola debido a la intervencion del sistema colinérgico. La activacion puede extenderse

por toda la red en una multitud de patrones espaciales y temporales, lo que ocasiona que
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cada distribucién sea (nica. Las conexiones reciprocas entre el sistema colinérgico y sus
blancos produce circuitos reentrantes que podrian facilitar ia continuidad de esta
activacidn en el tiempo incluso después del paso de las primeras entradas sensoriales

(Woolf 1991).

3.8 Los factores tréficos y su relacion con las neuronas colinérgicas.
La competencia por factores troficos como el factor de crecimiento neuronal (NGF)

puede influir la distribucion y los patrones de proyeccién de las células colinérgicas del
cerebro basal anterior. Los factores tréficos son suministrados por los tejidos blanco,
por ello la distribucién de las neuronas que utilizan estos factores depende de ésta
relacion (Woolf 1991).

La plasticidad de los axones colinérgicos en el adulto est relacionada con la
utilizacién ininterrumpida de factores trficos, mientras que las neuronas sensoriales la
detienen cuando el desarrollo termina. Los somas del cerebro basal anterior presentan el
receptor al factor de crecimiento neuronal (NGF) en el adulto por lo que tiene efectos en
éste grupo colinérgico. Las neuronas colinérgicas requieren estimulacién eléctrica para
asegurar la toma de factores 1réficos (Woolf 1991).

El exceso o las deficiencias de factores troficos pueden producir una muerte neuronal

acelerada en las células colinérgicas.

3.8.1 EL NGF y la relacidn con el sistema colinérgico.
El NGF pertenece al grupo de los factores tréficos, mismos que pueden ser agrupados

en familias, Las familias se constituyen tomando en cuenta dos criterios:
a) Las poblaciones celulares sobre las que actian.
b) Estructuras similares.

Con base en esto, se han descrito cuatro familias: la del factor de crecimiento
fibroblastico (FCF), la de los factores de crecimiento semejantes a la insulina (FCI), la
del factor de crecimiento epidérmico (FCE) y la de-las neurotrofinas, llamada también
familia del NGF (Escobar, 1994).

Se han propuesto dos modelos de los receptores del NGF (el de alta y ¢l de baja
afinidad). E] primer modelo sefiala que el receptor de alta afinidad se constituye por la
asociacion de las subunidades p75 v TrKA. El segundo modelo propone que los sitios

de union de alta afinidad para el NGF pueden formarse en ausencia del receptor p75 y




que la sola presencia del receptor TrKA es suficiente para desencadenar respuestas

biolégicas (Escobar, 1994) (ver fig.4).
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el NGF
Receptor
debaja ——p
afinidad
H_l
Complejo de
alta afinidad

Fig.4 Estructura hipotética del receptor de alta afinidad para el NGF. Se ha propuesto que
las neurotrofinas (familia de factores con actividad wéfica) comparten un receptor comun
de baja afinidad y que sus complejos de alta afinidad se forman tras fa adicién de una
segunda subunidad (Modificado de Escobar 1994),

El NGF era considerado como un factor que s6lo ténia efectos en ciertas neuronas del
sistema nervioso periférico. Posteriormente se encontré que el NGF podria jugar un
papel importante en el sistema nervioso central y en particular en el sistema colinérgico,
Las neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior que proyectan hacia la corteza
pueden responder a la administracién exégena de NGF y posiblemente depender del
NGF endégeno como uno de sus factores neurotréficos.

Existe evidencia a favor de la relacién de NGF y los nicleos colinérgicos del cerebro

basal anterior {Gutiérrez, 1996):

i) El RNA mensajero y la proteina se encuentran en la corteza e hipocampo, sitios
inervados por el niicleo colinérgico basal.

it) El NGF marcado radioactivamente e inyectado en corteza se transporta
retrogradamente hacia las neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior.

iii)  Estas neuronas colinérgicas expresan los receptores de alta y baja afinidad para
el NGF: TrKA y p75 respectivamente (Vazquez y Ebendal, 1991 ).




En estudios de recuperacion de funciones asociativas corticales mediante trasplantes
fetales se encontré que el NGF asociado con implantes de la Corteza Insular (IC) induce
la recuperacién del aprendizaje, observandose asi la relacion entre el aprendizaje y el
restablecimiento de la actividad de la ChAT (Bermiidez-Rattoni y Escobar 1994). En
¢ste sentido se mostrd que:

a} laaplicacion del NGF con implantes de Corteza insular (Cl) acelera la recuperacion
en la habilidad para adquirir el condicionamiento aversivo a los sabores (CAS).

b) los efectos conductuales estan relacionados con la integracion y madurez del tejido
implantado.

¢) La combinacién del NGF con implantes de corteza insular y no con occipital,
producen una recuperacion en la habilidad para adquirir ¢l CAS a los 15 dias
después del trasplante.

Utilizando el modelo en el cual el sistema colinérgico esti involucrado en las
funciones cognitivas, se demostré que la administracién exdgena del NGF puede
potenciar y acelerar el crecimiento, la incursién de axones colinérgicos en el drea
lesionada y estimular la recuperacién de funciones colinérgicas. (Bermuidez-Rationi y
Escobar 1992).

Los trabajos dedicados a estudiar la relacién del NGF con el sistema colinérgico tratan
sobre la administracion de NGF exégeno en modelos de lesién o disfuncién colinérgica.
Por elio se plante6 posteriormente la idea del papel del NGF en condiciones normales y
s encontrd que la transmisién colinérgica cortical depende activamente de la presencia
del Factor de Crecimiento Neuronal (Gutiérrez 1996). Posteriormente, en el punto 5,
veremos la relacion dtil entre el receptor de baja afinidad p75 ¥ la via colinérgica que

nos atrae: NBM- Corteza.

3.9 El sistema colinérgico como posible integrador de las funciones
cognitivas.

Esta idea estd basada en la arquitectura anatémica del sistema colinérgico. Una
caracteristica importante del sistema colinérgico es la conexién reciproca. Esto permite
a los subsistemas colinérgicos mantener los patrones de actividad en el tiempo, ain
después de que las entradas sensoriales hayan pasado (Woolf 1991). La consolidacién
de la memoria, aparentemente involucra la activacién prolongada de los circuitos

cerebrales,




L.a maxima potenciacion de la corteza cerebral se lleva a cabo cuando el cerebro basal
anterior y las aferentes sensoriales son coestimuladas simultdneamente (Woolf 1991).
Las razones, anteriores son las que nos llevan a pensar que los sistemas colinérgicos
participan en la potenciacién de la actividad neural: un fenémeno de importancia
relevante para el proceso de la memoria (Woolf 1991).

Una caracteristica interesante es el hecho de que las células colinérgicas del cerebro
basal anterior estén conectadas con casi todas las regiones del cerebro (Woolf 1991).
Esto nos lleva a pensar que podria jugar el papel de un sistema integrador de estimulos
provenientes de miltiples regiones. El traducir esto en términos de comportamiento

podria resultar importante.

4. Trabajos de lesiones en el Niicleo Basal Magnocelular.

El enfoque de estos trabajos en general es la evaluacién de los efectos cognitivos

utilizando diferentes tipos de lesiones. Estas lesiones al no ser selectivas generan

discrepancias en las interpretaciones conductuales (Dunnett et al 1991). En resumen se

ha trabajado principalmente con tres tipos de lesiones (Everitt y Robbins 1997):

i} Lesiones electroliticas. Son muy dificiles de interpretar debido a que no tienen
selectividad en el daiio de fibras ni en el de cuerpos neuronales.

i) Lesiones excitotoxicas. Existe duda acerca del grado en el cual se extienden
afectando axones. Pueden desmielinizar axones quizds temporalmente, pero si
esto contribuye a déficits funcionales, no ha éido determinado. Las excitotoxinas
como el acido iboténico (afecta neuronas que portan receptores a NMDA)
destruyen neuronas no colinérgicas palidales y otras en la substancia innominata.
La wutilizacion de estas toxinas en estudios contemporaneos de la funcion
colinérgica del cerebro basal anterior ha llevado a interpretaciones de los efectos
de las lesiones colinérgicas desde pérdidas menores, hasta una devastante
destruccion del pallidum dorsal y ventral y en la substancia inominata

iif) Lesiones con acido quisqualico. Afecta peferencialemente neuronas que tienen
receptores a AMPA y kainato, excluyendo a las que portan el receptor a NMDA.
El é4cido quisquélico destruye con una mayor eficacia comparado con el

iboténico neuronas del nbm.
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Los experimentos que se hicieron en los 80s con lesiones excitotdxicas en el NBM
utilizando tbotenato y otros agonistas de! receptor de NMDA confirmaron la creencia de
que éste sistema que proyecta a la corteza favorece aspectos de aprendizaje y memoria
(Evenitt y Robbins 1997). Casi todo tipo de tareas de aprendizaje. son profundamente
alteradas después de éstas lesiones.

Posteriormente en la bisqueda de métodos selgctivos para lesionar el NBM, se
demostré que ante la pérdida colinérgica neuronal de marcadores corticales, primero
con écido quiscudlico y después con AMPA, la mayoria de los déficits vistos después
de lesionar con agonistas de NMDA no fueron aparentes (Muir et al 1993).
Posteriormente otros mas confirmaron estos hallazgos (Markowska et al 1990) v
comenzaron a compartir la opinién de que la temprana interpretacion de estudios con
lesiones, en términos de apoyar la hipétesis de que las neuronas colinérgicas del NBM
favorecen el aprendizaje y la memoria estd infundada.

La introduccién de la inmunotoxina 192 lgG-saporina como una herramienta selectiva
para lesionar el NBM, ha confirmado que la disminucién colinérgica neocortical no
altera muchas formas de aprendizaje (Baxter et al 1995, Torres et al 1994, Wenk et al
1994, Berger-Sweeney et al 1994.). Una tarea que es destruida por lesiones en el NBM
con NMDA y es sensible a lesiones producidas por AMPA es el aprendizaje y retencion
de la prevencion pasiva. Se ha argumentado que esto se debe a la denervacion de la
amigdala, una estructura importante para este condicionamiento aversivo. Las lesiones
en ¢l NBM con 192 IgG-saporina no denervan la amigdala y tampoco destruyen la
prevencion pasiva (Wenk et al 1994). Las lesiones producidas por la inmunotoxina
saporina aplicada intraventriculanmente mostraron que las tres dreas terminales del
nicieo colinérgico del cerebro basal anterior presentan una disminucién significativa en
la actividad de ta ChAT. En la inmunohistoquimica para ChAT en el niicleo de la banda
diagonal de Broca y en el NBM se observé la ausencia de neuronas que tifien para
ChAT. En la medicién de la actividad de la ChAT se observé una reduccién
significativa en la corteza, bulbos olfatorios e hipocampo (Book, et al 1992),

Existen estudios posteriores en los que se buscé evaluar la efectividad de [a
inmunotoxina (Torres et al 1994). Para ello se hicieron lesiones selectivas en el NBM,
con el fin de establecer la dosis efectiva para las lesiones intraparenquimales, Después
de estos estudios piloto se realizaron inyecciones en el Septum, Banda Diagonal de
Broca y NBM. Las lesiones produjeron una pérdida extensiva y selectiva en areas
discretas del cerebro basal anterior. Estas fueron identificadas por la pérdida de
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marcadores como la acetilcolinesterasa, p75 v por la ausencia de actividad de la ChAT

en las dreas blanco asociadas con cada sitio de inyeccion: hipocampo, cortcza cingulada

y neocorteza dorsolateral. La selectividad de la lesion se comprueba por la existencia de

c€lulas de tamafio mediano a pequeiio en el sitio de inyeccion de la toxina, incluyendo

las células inmunoreactivas a ia glutamato descarboxilasa, que forman parte de la

proyeccidn septohipocampal (Tormes et al 1994).

Las lesiones denervaron la neocorteza y el hipocampo. A pesar de esta denervacion, no
se encontraron déficits en el laberinto de agua de Mortis en ninguno de los sitios de
lesion de las células del cerebro basal anterior. En contraste, se encontraron déficits
pequeilos pero significativos en las pruebas de prevencion pasiva (lesién en el NBM) vy
en la prueba no igualacion a la muestra DNMP (lesiones en el Septum) (Torres et al
1994).

Los resultados indican que la inmunotoxina 192.1gG-saporina es una herramienta

selectiva para realizar lesiones selectivas en las neuronas del cercbro basal anterior, lo

que garantiza investigaciones posteriores en relacién con los efectos conductuales de Ia

toxina (Torres et al 1994},

Ademds de los estudios anteriores con roedores se tienen también estudios de lesiones
en el nbm con primates no humanos, los que constituyen un acercamiento mas al dificil
problema de las funciones de ésta estructura. Las ventajas de ésta estrategia son las
siguientes:

i) El NBM de los primates est4 més separado espacialmente del pallidum dorsal,
por lo que es mds facil lesionar sin dafiarlo.

ii) Las comparaciones de los déficits cognitivos son mds plausibles entre seres
humanos y monos que con roedores, especialmente por que pueden ser
utilizados paradigmas similares (Everitt y Robbins 1997).

La idea central que se obtiene a partir de los estudios con primates no humanos es que el

dafio substancial en el cerebro basal anterior colinéfgico en monos no produce déficits

importantes en aprendizaje y memoria (Everitt y Robbins 1997), éste es un resultado

acorde con los experimentos con roedores, en donde al utilizar la inmunotoxina 192-

IgG-saporina se dedujo que la disminucion colinérgica no altera muchas formas de

aprendizaje,

Hasta este punto se observa que el estudio del sistema colinérgico del cerebro basal
anterior antes de la introduccién de la inmunotoxina, ha tenido problemas de
interpretacion debido a la ausencia de una herramienta selectiva de lesion ¥ que las
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técnicas de lesion no han sido selectivas para las lesiones colinérgicas y en
consecuencia los déficits conductuales pueden deberse al dafio en otros sistemas

neurales vecinos.

5. La inmunotoxina 192 IgG-saporina
Sin la utilizacion de una neurotoxina colinérgica selectiva, la utilidad del acercamiento

de la lesion puede ser cuestionada seriamente.

Para tener un panorama global se mencionaran los avances metodolégicos que se han
realizado hasta ahora sobre los farmacos utilizados para estudiar fos procesos
cognitivos,

Los efectos cognitivos de los firmacos que tienen potencial terapéutico atin se exploran
después de la administracién sistémica. Esta aproximacién psicofarmacolégica no ha
permitido encontrar los sitios en los cuales los firmacos ejercen su efecto. Los procesos
psicologicos que son afectados cuando la transmisidn colinérgica es afectada en este
sentido no es claro y tampoco lo son los mecanismos por los cuales estos Procesos
pueden ser influidos dentro de éstas discretas dreas corticales y subcorticales del
cerebro. No fue, sino hasta principios de los afios 80s en donde los anticuerpos para la
ChAT se desarroliaron, permitiendo por vez primera precisar la descripcién de la
organizacion de las neuronas colinérgicas en el cerebro y la experimentacién directa de
las neuronas centrales colinérgicas. El uso cuidadoso de marcadores anterégrados y
retrogrados después de lesiones mostré el sitio de origen y las proyecciones de las
neuronas colinérgicas en el cerebro (Everitt y Robbins 1997). A partir de estos estudios
han surgido algunos principios sobre la organizacién anatémica y funcional det sistema
colinérgico.

Un problema metodologico importante sigue preocupando en la realizacién de muchos
estudios sobre los efectos conductuales y cognitivos de las manipulaciones de los
sistemas dopaminérgicos, noradrenérgico y serotoninérgico (ver esquemas de éstos
sistemas en la Fig. 5) pero ya no lo es para los sistemas colinérgicos ya que ahora existe
una neurotoxina que daila especificamente las neuronas colinérgicas y es utilizada para
estudios funcionales, Esto ha limitado enormemente la interpretacién de los resultados
de muchos experimentos, en particular aquellos que involucran lesiones del NBM
(Everitt y Robbins 1997). Esta razén es sencilla: las neuronas colinérgicas del NBM
estin entremezcladas con otras neuronas en el cerebro basal anterior especialmente

neuronas gabacérgicas del pallidum dorsal y ventral, llamado recientemente amigdala
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prolongada y neuronas magnocelulares no colinérgicas corticopetales. Excluyendo las
neuronas palidales dorsales, las demds poblaciones celulares son frecuentemente

agrupadas dentro de la substantia innominata (Everitt y Robbins 1997).

S

Colinérgico

Fig. 5 Ejemplos de sistemas difusos subcortical-cortical de neurotransmisores en el
humano que juegan un papel importante en aprendizaje y memoria. Abreviaturas: A,
amigdala: APL, amigdala-16bulo piriforme; CC, cuerpo calloso; CER, cerbelo;CP caudado-
putamen; DB, banda diagonal de Broca; GP, globus pallidus; Hhipotdlamo: HIP,
hipocampo; 1V, cuarto ventriculo; LC, locus coeruleus; MS, nicleo septal medial; NB
niicleo basal de Meynert; RD, nicleo raphe dorsal; RM, nicleo medial raphe; SP, médula

espinal; T, tdlamo. (Emson v Lindvall 1986, modificade’de Dudai 1990)

Recientemente, se desarrolld la inmunotoxina 192 IgG-saporina (Wiley et al 1991).La
inmunotoxina se construyé a partir del 192 IgG, que es un anticuerpo monoclonal para
el receptor del Factor del Crecimiento Neuronal (NGF) de baja afinidad (p75).

El anticuerpo 192 1gG estd unido quimicamente via un enlace disulfuro a la proteina
inactivadora de ribosomas (ver fig.6). En los experimentos de Wiley et al. 1991 se
observé que inyecciones de la inmunotoxina destruye neuronmas simpéticas

postganglionares y algunas neuronas sensoriales. Sus resultados muestran que las
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inmunotoxXinas antineuronales son una acercamiento, que puede ser muy util en una

amplia variedad de aplicaciones neurobioldgicas (Wiley et al 1991).

Saponna Anticuerpo

—
Inmunotoxna

La Saporina destruye la sintesis de proteinas y la viabilidad cellar,

Fig.6 Esquema de los componentes de la inmunotoxina 192 1gG-saporina y su mecanismo

de accién.

La toxina se utiliza actualmente en un nimero de creciente de estudios de efectos
cognitivos de lesiones de neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior (Everitt y
Robbins 1997). Estas neurcnas tienen en gran cantidad el receptor de baja afinidad p75
para el factor de crecimiento neuronal. La inmunotoxina se desarrollé especialmente
para éstas neuronas. En este sentido, 192 1gG-saporina es una herramienta para lesionar
selectivamente. El anticuerpo que tiene unida la toxina saporina se combina con el
receptor p75 y es internalizada dentro de las neuronas colinérgicas que lo presenten
permitiendo a la citotoxina destruir las neuronas. Esta es la relacién util entre el receptor
de baja afinidad p75 y la via colinérgica que nos atrae: NBM- Corteza,

La idea de lesionar selectivamente y experimentar con tareas que sean sensibles a las
lesiones de sitios colinérgicos como el septum medial, la banda vertical de Broca y el

NBM, representa un camino efectivo para disectar los procesos psicolégicos que son
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interrumpidos después de la denervacién colinérgica resultando en impedimentos de

aprendizaje, memoria y atencién (Everitt y Robbins 1997).

6. El problema de investigacion
Dada la discrepancia entre las consecuencias conductuales de lesionar el NBM este

trabajo esta dedicado a responder si la denervacion de las fibras colinérgicas que portan

el receptor p75 es importante para el aprendizaje del Condicionamiento Aversivo a los

Sabores {(CAS).

La tarea seieccionada fue el CAS. La seleccion de la tarea corresponde a la evidencia
generada con relacion a los siguientes factores:

a) La Corteza Insular (CI) es el unico sitio cortical directamente invelucrado en la
adquisicion y retencion del CAS {(Aggleton et al 1981, Braun et al 1982, Kiefer
1985, Kiefer y Brown 1979, Yamamoto et al 1980).

b) Las lesiones excitotdxicas en el NBM impiden el aprendizaje del CAS. Esto
involucra la wvia colinérgica NBM-conteza en el aprendizaje de este paradigma
{Lopez-Garcia et al. 1993, Naor, C. y Dudai, Y. 1996).

Esta investigacién comprendié 4 niveles de estudio: bioquimico, histologico, de
conectividad y conductual para:

a) Determinar la posible disminucién en la actividad colinérgica de ta Corteza Insular
(CI) bajo el efecto de la lesién selectiva en el NBM con la inmunotoxina 192 IgG-
saporina.

b) Mostrar el dafio del tejido colinérgico que pudiera resultar de la lesién con la
inmunotoxina.

¢) Evaluar la posible denervacion colinérgica ascendente NBM-CI bajo el efecto de Ia
lesién.

d) Determinar la probable importancia de la denervacion de las fibras colinérgicas que

portan el receptor p75 para el aprendizaje del CAS.

7. Procedimientos experimentales.

7.1 Sujetos.
Todos los animales empleados en el presente estudio fueron ratas macho de la cepa

Wistar, con pesos entre 250 y 300g. Que fueron mantenidas en el bioterio en cajas
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individuales a 25 °C con agua y alimento ad libitum, en un ciclo de luz-obscuridad

12:12h.

7.2 Analisis bioquimico: microdialisis

La implantacién de la sonda de microdialisis se llevo a cabo en la Corteza Insular
donde se hizo el un muestreo de la acetilcolina. La identificacion y cuantificacién de la
acetilcolina presente en las muestras se llevd a cabo mediante cromatografia liquida de
alta resolucidn (HPLC) y deteccidn electroguimica.

En la deteccién electroquimica la acetilcolina presente en la muestra se descompone en
colina y acetato debido a la acetilcolinesterasa (AChE) presente en el reactor
enzimdtico acoplado al cromatégrafo. Una segunda enzima, la colin-oxidasa
descompone la colina en betaina y perdxide de hidrégeno. El perdxido de hidrégeno es
oxidante, por lo que al pasar frente a un electrodo se establece un potencial positivo que
origina una corriente de electrones cuya intensidad (medida en miliamperios) es
proporcional a la cantidad de peréxido generado.

El peréxido generado es proporcional a la cantidad de acetilcolina presente en las
muestras obtenidas por microdiaiisis, por lo que se puede estimar cuantitativamente la
acetilcolina.

Tres grupos fueron utilizados para el experimento de microdialisis. Los animales
recibieron inyecciones unilaterales en el NBM, de la inmunotoxina (Sap. n=5) y de
vehiculo (Veh n=5). El grupo Ctr. n=4 constituyo el. control intacto {ver protocolo de la
fig.7 ). Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico 65mg/Kg de peso.

Mediante técnicas estereotdxicas se practicaron trépanos en las  siguientes
coordenadas, correspondientes al NBM: anteroposterior = -0.8 mm, lateral = + 2.5
dorsoventral = -8.0, con respecto a bregma. Para las inyecciones (en el lado derecho,
grupe Sap.) se utilizo la toxina 192 IgG-saporina disponible comercialmente
(Chemicon, Tamecula. Ca. ), en un volumen de 0.8y, a una concentracion de 0.2ug/ul.
En las inyecciones en el hemisferio contralateral (grupo Veh.) se utilizé un volumen de
0.8u! de PBS (vehiculo). Las inyecciones en ambos hemisferios se realizaron con una
bomba con un flujo constf;.me de 0.07 pl./min. El grupo Ctr. no recibi6 inyecciones.

Después de las inyecciones, se implantaron bilateralmente las guias canula (6 guias
intracerebrales) para la sonda de microdiélisis en la Corteza Insular (CI) en los tres

grupos. Las coordenadas estercotixicas fueron las siguientes: anteroposterior = +0.2
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mm. lateral = 0.5 y dorsoventral = -4.0 mm con respecto a bregma. Las canulas se
fijaron al crineo con cemento dental y con tres tomillos de acero inoxidable en el
craneo.

Doce dias después (o ¢l tiempo necesario para la recuperacion de los animales) se
llevé a cabo el experimento de microdialisis in vivo.

El experimento de microdidlisis consiste en la insercién de la sonda de microdialisis
(BAS CMA12, 0.5 mm. de didmetro y 3 mm. de longitud). La sonda fue continuamente
perfundida con solucion ringer, suplementada con bromuro de neostigmina (SmM.) con
un flujo de 2 ml. /min. mediante una bomba de microinfusion. Los primeros 60 minutos
de muestra se descartaron, y a partir de ahi las muestras o fracciones, fueron colectadas
cada 15 minutos (30 pl. por muestra ). En la tercera muestra se afiadié KCL (56mM) al
medio de perfusién, mientras que la concentracion de NaCl se disminuy¢ a 82mM para
mantener la osmolaridad fisiolégica. En total, se coléctaron 6 muestras las cuales fueron
congeladas a -70 °C para analizarlas posteriormente.

Las fracciones de microdialisis que corresponden al hemisferio lesicnado con la toxina
192 1Gg-saporina (lado derecho) forman el grupo Sap. y las fracciones que
corresponden al hemisferio contralateral tratado con vehiculo forman el grupo Veh. Las
fracciones del grupo Ctr. corresponden al control intacto.

Para el andlisis de los niveles de acetilcolina (ACh) se utilizé una columna SepTiks
de microboro (BAS acetilcholine-choline assay k'it). Colina y acetilcolina fueron
transformados en peréxido y betaina mediante un reactor enzimatico acoplado 2 la
columna de scparacion (BAS). El peroxido de hidrégeno se detectd
electroquimicamente mediante un electrodo de platino (Ag/AgCl) a 500 mV. El limite
de deteccidn se definié como la cantidad de acetilcolina suficiente para producir un

pico fuera del doble del ruido basal, es decir, de aproximadamente 0.2 pMol.
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Protocole del anilisis de la liberacion extracelular de acetilcolina in vivo

mediante microdialisis.

. lnyecciébn unilateral de inmunotoxina
132 Ig_G e implantacién de guias canulas de
Control saporina microdialisis.

Cl
12 Dias

HPLC

Acetilcolina

Fig.7 Un grupo de cinco animales fue inyectado unilateralmente (lado derecho) con la
toxina 192 lgG-saporina en el NBM. En el hemisferio contralateral {fado izquierdo) los
animales fueron inyectados con vehiculo. Este mismaq grupo fue implantado, con guias
canuia para la sonda de microdiélisis, dirigidas hacia la corteza insular (CI). Un grupo de
dos animales fue utilizado como control intacto, ya que no recibid inyecciones en el NBM y

s6lo fue implantado con guias canula para la sonda de microdialisis en la corteza insular.
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7.3 Analisis histologico.
En este analisis interesa observar;

1) El estado del tejido colinérgico en el NBM y la Corteza Insular, mediante la técnica
para acetilcolinesterasa.
2) Observar el estado de células individuales de] NBM. en este caso utilizamos la

técnica para DFP, que es un inhibidor irreversible de la acetilcolinesterasa.

7.3.1 Técnica de acetilcolinesterasa.

Esta técnica histoldgica nos permite localizar tejidos colinérgicos. En este caso el NBM
y en la Corteza Insular. La marca de un tejido intacto estara dada, al observar el tejido
tefiido de un color café.

Un grupo de 3 ratas fué lesionado unilateratmente con la inmunotoxina 192 IgG-
saporina en el NBM (en un volumen de 0.8pl, a una concentracién de 0.2ug/ul.) Para
las inyecciones en el hemisferio contralateral se utilizé un volumen de 0.8ul de PBS
(vehiculo). Para llevar a cabo las inyecciones se practicaron trépanos en las
coordenadas correspondientes al NBM. Diez dias después, los animales fueron
perfundidos. A través de la aorta ascendente los animales recibieron solucién salina al
0.15M (para lavar el tejido) y después el paraformaldehido al 4%. Una vez fijados, se
obtuvieron los cerebros y se depositaron en una solucién de sacarosa al 30% para
facilitar los cortes. Las secciones coronales de 40 pum se obtuvieron en el intervalo de la
regi6n basal del cerebro anterior. Los cortes fueron montados en laminillas para despugs
ser procesados con la técnica de acetilcolinesterasa. En esta técnica se utilizan dos
soluciones, la solucion incubadora y la solucion reveladora. Para preparar la solucién
incubadora se pesan 6.8g de acetato de sodio, 1.0g de sulfato ciiprico y1.2g de glicina,
se afora a 1L con agua bidestilada y se ajusta a pH 5 con 4cido clorhidrico diluida, Se
toman 100ml de esta solucién y se le agregan 116 mg de acetiltiocolina yodada y 3mg
de etopropazina. El tejido se incubé en esta solucion durante toda la noche,

La solucién reveladora consiste en una solucién al 1% de sulfuro de sodio. A la mafiana
siguiente se cambid la solucién incubadora por ta solucidn al 1% de sulfuro de sodio.

Se revelo durante 10 min. aproximadamente (el tiempo necesario para obtener una

coloracién café obscura en el tejido).
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7.3.2 Técnica de DFP

Esta técnica es un refinamiento de la anterior, ya que en lugar de observar el panorama
general del estado del tejido colinérgico nos permite ver células individuales.

Para realizarla, se formé un grupo de 3 ratas. Los animales fueron lesionados
unilateralmente con la inmunotoxina 192 IgG-saporina en el NBM {con un volumen de
0.8ul, a una concentracion de 0.2pg/ul.). Para las inyecciones en el hemisferio
contralateral se utilizé un volumen de 0.8ul de PBS (vehiculo). Diez dias después, los
animales fueron inyectados intramuscularmente con di-isopropilfosfofluoridato DFP
(Sigma), con una dosis de 1.8 mg/kg. disuelto en aceite de almendras y perfundidos
dos horas después. A través de la aorta ascendente los animales recibieron solucién
salina al 0.15M (para lavar el tejido) y después el paraformaldehido al 4%. Una vez
fijados, se obtuvieron los cerebros y se depositaron en una solucién de sacarosa al 30%
para facilitar los cortes. Las secciones coronales de 40 pum se obtuvieron en el intervalo
de la region basal del cerebro anterior. Los cortes fueron montados en laminillas para
después ser procesados con la técnica de acetilcolinesterasa, que mencionamos en el

punto anterior.

7.4 Estudio de conectividad.

Con este estudio se determiné el efecto de la inmunotoxina en las fibras aferentes del
cerebro basal anterior hacia la corteza. Para cuantificar el posible dafio determinaremos
la densidad relativa de las neuronas en el NBM y en el tdlamo ventromedial como
estructura control.

Para realizar este experimento, se formaron dos grupos, el grupoc=6yel grupod =2,
El grupo ¢ recibié inyecciones unilaterales de la inmunotoxina 192 IgG-saporina en el
NBM. En el hemisferio contralateral s inyecté un volumen de 0.8 pl de PBS
(vehiculo). Quince dias después, los animales recibieron una inyeccion bilateral en la Cl
de un trazador retrogrado fluorescente. El trazador retrogrado fluorogold (0.3pl al 2.5%)
fue aplicado bilateralmente en la corteza insular mediante una bomba de microinfusion
(0.07ul/min.). El grupo d es nuestro grupo control ya que sélo recibié inyecciones
bilaterales del trazador retrogrado fluorescente en la corteza insular (véase el protocolo

experimental de la fig, 8).
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Protocolo experimental del estudio de conectividad.

192 1gG saporina

Control mmmlp = -

" Conteo de Somas
Fluorescentes

Fig. 8 Esquema del proceso experimental pare el estudic de conectividad. FG, fluorogold;

NBM, Nicleo Basal Magnocelular.

Tres dias después los animales fueron perfundidos con paraformaldehido al 4% a través
de la aorta ascendente (previo al paraformaldehido los animales recibieron una solucién
salina 0.15M, para lavar el tejido). Los cerebros obtenidos se depositaron en una

solucién de sacarosa al 30 % para facilitar los cortes histologicos. Las secciones
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coronales obtenidas fueron de 40 um en el intervalo de la regi6n basal del cerebro
anterior y el tdlamo ventromedial c6mo estructura vecina control. La presencia de
fluorogold en las neuronas marcadas retrégradamente se estudié mediante un
microscopio de fluorescencia. Para la determinacion de la densidad relativa de neuronas
marcadas se realizé lo siguiente: se tomaron 12 secciones coronales para cada estructura
(para el NBM y para el tdlamo ventromedial)y por cada cerebro, se contaron las células
marcadas en un area de 0.35mm? para la region basal (NBM) y un drea de 0.1mm? para
el tilamo ventromedial en cada hemisferio cerebrat. Se realizaron cuatro muestreos en
las 4reas de mayor densidad y se promediaron. Finalmente se obtuvo el promedio

general de todas las secciones para cada hemisferio y para cada cerebro,

7.5, Estudio conductual.
Para llevar a cabo ¢l experimento se formaron tres grupos de animales, el experimental

(I1gG Sap.) n=8, el tratado con vehiculo (Veh.) n=8, y el control intacto (Cont.) n=8. Ei
grupo experimental fue lesionado bilateralmente en el NBM con la inmunotoxina 192-
IgG saporina,

Protocolo experimental del CAS;

Para esta prueba se priva a los animales de agua, dandoles solamente a una cierta hora
del dia durante 15 minutos, de manera que logremos que cada animal beba de una
manera regular (utilizando los dias necesarios para (iue esto suceda). A esto se le llama
establecer una linea base (en nuestro caso a linea base se estableci6 en 6 dias). Una vez
establecida Ilega el dia del entrenamiento en el cual se da a beber a los animales en
lugar de agua, una solucién dulce de sacarina al 0.1 %, como estimulo novedoso durante
15 minutos. Los animales beberan dada la privacién en que se encuentran. Después de
30 minutos los animales reciben una inyeccion intraperitoneal de cloruro de litio ( 1.68g
de LiCt en 100 mi de agua desionizada en una dosis de 7.5 mi por Kg. de peso), lo que
les produce un intenso malestar gastrico. Para probaf el aprendizaje de esta aversion, se
vuelve a privar a los animales de agua, estableciendo nuevamente la linea base (en
nuestro caso la linea se restablecié a los 6 dias). El dia siguiente se convierte en el dia
de la prueba, en donde sustituiremos el agua por la solucién de sacarina como lo
hicimos anteriormente. Podremos distinguir la aversién al observar una clara

disminucidn en el consumo, a pesar de la privacién en que se encuentran los animales,
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8. Resultados

8.1 Resultado del anilisis de microdialisis.
La fig. 9 nos muestra los resuitados de los grupos 1.Sap. 2.Veh. ¥ 3.Ctr. La grifica

presenta la concentracion de acetilcolina con respecto al nimero de fraccion analizada.
En la grafica podemos ver una pérdida significativa (* * p<0.01 vs. control. ANOVA
con post hoc de Fisher) de los niveles fisiologicos basales de acetilcolina ante ia
estimulacién por KCL, unicamente en el hemisferio que recibié el tratamiento con la
inmunotoxina 192 IGg-saporina. Esto no ocurre en’ los hemisferios que no recibieron
tratamiento alguno (Ctr.) v en los tratados con vehiculo (Veh.). En estos ditimos la
actividad colinérgica no se altera dado que la adicion de 56mM de KCL al liquido de
perfusién provoca una inmediata liberacién de ACh. Con esto podemos asociar la
disminucién colinérgica a los efectos de la inmunotoxina 192 IGg-saporina. En las
fracciones 5 y 6 se observa que los niveles de acetilcolina de fos grupos Veh. Y Ctr.
tienden a los basales. El grupo Sap. siempre estuvo en los niveles basales. Con esto
podemos inferir que el dafio ocasionado por la inmunotoxina impide la liberacién de

niveles normales de acetilcolina ante la estimulacion.

& - ) -& sap
7 - —— Veh
- " Clr
6 - p
3= 5-
K
£ 8 4
=
S g 3-
= 8
QL 3]
< & %
1_
0-.
-1 -
1 2 3 4 5 6
Fracciones

Fig. 9 Liberacién extracelular de acetilcolina en el parénquima de la corteza insular. E
grupo Sap y Veh. con n=5, y el grupo Ctr. con n=4. La barra indica la adicién de 56nM de
KCL. * * p<0.01 vs. control. ANOV A con post hoc de Fisher.
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8.2 Resultados del analisis histologico

8.2.1Colinesterasa

Después de la inyeccion de la inmunotoxina el dafio en el tejido colinérgico es claro.

Este no es el caso del hemisferio contralateral tratado con vehiculo ver fig. 10

Fig. 10 Dafio en ia corteza insular asociado con la inyeccion de la toxina 192 1gG saporina
en ¢ NBM. Es contrastante la ausencia de tincion del hemisferio tratado con la toxina

(izquierda) comparado con el hemisferio contralateral densamente tefiido (derecha).

Fig. 11 Daflo en el NBM asociade con la inyeccidn de {a toxina 192 [gG saporina en el
NBM. Es evidente la ausencia de tincion del hemisferio tratado con la toxina (derecha)

comparado con el hemisferio contralateral que estd densamente tefiido {izquierda).
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8.2.2 DFP

La fig.12 muestra una clara pérdida de células colinérgicas en el NBM bajo ¢l efecto de

la toxina en comparacion con el hemisferio tratado con vehiculo (ver fig 10).

Fig. 12 Ausencia de células colinérgicas en el NBM relacionada con el daflo causado por la

inmunoxina 192 [gG-saporina.

Fig 13. Presencia de células colinérgicas en el NBM en el hemisferio contralateral tratado
con vehiculo.
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8.3 Resultado del estudio de conectividad.

Los siguientes resultados muestran e] marcado de células fluorescentes (fotografias
tomadas con filtro negativo) en la region basal NBM vy el nucleo talamico ventromedial
comg estructura vecina control.

El fluorogold (FG) al ser un trazador retrégrado fluorescente fué transportado de la
Corteza Insular a los somas del NBM y del tdlamo ventromedial en el hemisferio
tratado con vehiculo. En el hemisferio tratado con la inmunotoxina no se observa
fluorescencia en los somas del NBM, esto quiere decir que la inmunotoxina provocd la
denervacion de la Corteza Insular. En el nicleo talamico si se observa fluorescencia. Lo

anterior demuestra selectividad de ta toxina al no dafiar estructuras vecinas (ver fig.14).

Fig. 14 Denervacion de la corteza asociada zl efecto de la inmunotoxina. El trazador
retrégrado inyectado en la corteza insular no fue transportado a las células del NBM debido

al dafio producido (derecha), en contraste los animales control (izquierda).
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Fig-15 Ausencia del dafio causado por la toxina en regiones adyacentes, en este caso el

talamo. En este caso podemos observar la selectividad de la toxina.

La siguiente grafica muestra !a densidad media de células marcadas para el NBM y para
el tilamo ventromedial. La densidad celular en el NBM se redujo significativamente
(**p<0.01. ANOVA con post hoc de Fisher} por el efecto de la inmunotoxina en
comparacion con el hemisferio tratado cen vehiculer y con el control. La inmunotoxina
deja intactas a Ias estructuras vecinas demostrando selectividad en la iesion.
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Intacto contralateral [gG-saporina Imacto contralateral 1gG-saporina
NBIA Talamo Ventromedial

~ p<0 01

Fig.16 Nimero promedio de células marcadas con el trazador fluorescente en el NBM y en
el tAlamo ventromedial (n=6 en el grupo contralateral y de 1gG saporina y n=2 en e grupo
intacto) **p<0.01. ANOVA con post hoc de Fisher.
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8.4 Resultado del estudio conductual.

La prueba pos hoc de Fisher muestra que las lesiones de la inmunotoxina en el NBM no
impiden el aprendizaje del CAS (ver fig. 17). El consumo de sacarina de los tres grupos
es semejante, esto implica que los tres grupos presentaron la aversién, indicador del

aprendizaje del CAS.
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Fig.I7 Ausencia de efecto significativo en el aprendizaje del CAS bajo el efecto de la
toxina {(ANOVA con post hoc de Fisher n=8 ¢n todos los casos)
Discusion.

9. Efecto de la inmunotoxina 192 IgG-saporina
Los resultados en este estudio muestran que no hay un efecto significativo del dafio de

las aferencias del NBM hacia la corteza sobre el CAS. La pregunta que se deriva ahora
es sobre la implicacién de la actividad colinérgica sobre el CAS. Con los experimentos
de este trabajo se observa una disminucion de los niveles de acetilcolina dado que no
hay aporte de la transmisién colinérgica por parte del NBM y sin embargo el
aprendizaje del CAS no se ve afectado. Esto es contrario a la creencia anterior en la que
la via NBM-corteza estaba involucrada en procesos de aprendizaje (Everitt y Robbins
1997). Esta creencia nace a partir de la hipétesis. colinérgica en la cual el sistema
colinérgico del cerebro basal anterior juega un papel central en el aprendizaje y
memoria y que los estados patolégicos que involucran disfuncién mneménica se deben
a la pérdida o disfuncién de las neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior (Baxter

et al 1995).
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8.4 Resultado de! estudio conductual.
La prueba pos hoc de Fisher muestra que las lesiones de la inmunotoxina en el NBM no
impiden el aprendizaje del CAS (ver fig. 17). El consumo de sacarina de los tres grupos

es semejante, esto implica que los tres grupos presentaron la aversién, indicador del

aprendizaje del CAS.
100" CAS
80 1 %
£ 5
g _"E’ 60
4 L5
= £
g = 407 l I
2 w
£ d 1
e ®
o<
20
0_

cont  Veh IgGSap

Fig.17 Ausencia de efecto significativo en el aprendizaje del CAS bajo el efecto de la

toxina (ANOVA con post hoc de Fisher n=8 en todos los casos)

Discusion.

9. Efecto de la inmunotoxina 192 lgG-saporina

Los resultados en este estudio muestran que no hay un efecto significativo del dafio de
las aferencias del NBM hacia la corteza sobre el CAS. La pregunta que s¢ deriva ahora
es sobre la implicacion de la actividad colinérgica sobre el CAS. Con los experimentos
de este trabajo se observa una disminucién de los niveles de acetilcolina dado que no
hay aporte de la transmision colinérgica por parte del NBM y sin embargo el
aprendizaje del CAS no se ve afectado. Esto es contrario a la creencia anterior en la que
la via NBM-corteza estaba involucrada en procesos de aprendizaje (Everitt y Robbins
1997). Esta creencia nace a partir de la hipétcsis- colinérgica en la cual el sistema
colinérgico del cerebro basal anterior juega un papel central en el aprendizaje y
memoria y que los estados patolégicos que involucran disfuncion mnemonica se deben
a la pérdida o disfuncidn de !as neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior (Baxter

et al 1995).
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El presente estudio contribuye a aclarar las discrepancias entre los déficits
conductuales producidos por lesiones excitotdxicas en el NBM. Las principales
discrepancias surgian por que las lesiones destruian neuronas no colinérgicas del NBM
y de estructuras adyacentes, generando interpretaciones dudosas de los deficits
cognitivos. Esta falta de selectividad dafiaba procesos no cognitivos y contribuia a
déficits de memoria aparentes.

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con estudios previos (Torres et al
1994) en donde se ha mostrado como las inyecciones intraventriculares de la
inmunotoxina ocasionan una pérdida extensiva de las células colinérgicas basales del
cerebro anterior. En el nivel anatomico, se muestra una profunda denervacion de la
neocorteza. En el nivel conductual no producen déficits significativos. Estos resultados
en conjunto ponen en duda el papel de la transmisién colinérgica en el aprendizaje de
paradigmas conductuales como el CAS y el laberinto de agua de Morris.

La extensiva distribucién de las neuronas colinérgicas en el cerebro, implica que la
transmision colinérgica tiene un papel importante en las funciones cerebrales. En este
sentido, se piensa que el sistema colinérgico participa en un control global de las
funciones cerebrales, asi como en un nivel superior del procesamiento de 1a informacion
{Wainer y Mesulam 1990). En este sentido se puede pensar que la liberacion de
acetilcolina por encima de los niveles fisioldgicos basales, como producto de la
estimulacién, no es indispensable para el aprendizaje de ciertos paradigmas
conductuales, pero puede serlo para niveles superiores def proceso de la informacién.

Es un progreso importante, ¢n el sentido de delinear la arquitectura del sistema
colinérgico, la introduccién de la inmunotoxina como herramienta selectiva de lesién.

El sistema colinérgico es un continuo, a diferencia de lo que se tenia pensade
anteriormente en donde el sistema colinérgico se concebia como nicleos discretos. En
un sistema continuo es posible que se trabaje en conjunto, requiriéndose la participacion
de varias regiones para una sola ejecucion. En este sentido podemos pensar que hacen
falta lesiones selectivas combinadas en otras estructuras para lograr el impedimento del

aprendizaje del CAS.
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10. Conclusiones.
A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se concluye que:

A} La inmunotoxina 192 IgG saporina tiene un efecto claro en la disminucién de la
actividad colinérgica en la corteza insular.

B) Esta disminucidn en la actividad colinérgica es producto de la destruccién selectiva
de neuronas colinérgicas en el NBM.

C) La destruccion masiva de células colinérgicas que portan el receptor de baja afinidad
p75, esta asociada con la denervacion de la corteza insular,

D) La denervacién de las fibras colinérgicas que portan el receptor p75 no es

importante para el aprendizaje del CAS.
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