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Abreviaturas

ACh

AChE

AC
CAS
ChAT
Ci
HPLC
LiCl

nbM

NMDA

NTS

PBN

TTX

Acetilcolina

Aceti] Colinesterasa

Amigdala Basolateral

Amigdala Central

Condicionamiento Aversivo a los Sabores
Colin Acetiltransferasa

Corteza Insular

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
Cloruro de Litio

nicleo basal de Meynert (humano)
Nucleo Basal Magnocelular (rata)
N-Metil-D-Aspartato

Nucleo del Tracto Solitario

Nucleo Parabraquial del Puente

Tetradotoxina




Resumen

Con base en que una de las caracteristicas mas consistentes en la enfermedad de
Alzheimer es fa destruccion de los semas colinérgicos del nicleo basal de Meynert (nbM),
s¢ ha intentado comelacionar la destruccion del nbM con el marcado deterioro mnemdnico
que presentan estos pacientes  El nbM es la Gnica estructura que provee de acetilcolina
(ACh) a toda la corteza cerebral, por lo que, estos pacientes presentan una fuerte
disminucion en marcadores colinérgicos en toda la corteza cerebral  La lesion de) Niicleo
Basal Magnocelular (NBM) en la rata, estructura homologa al nbM, ha sido el modelo
animal mas utilizado para estudiar a la enfermedad de Alzheimer, ya que co esta lesion se
consigue imitar la disfuncidn colinérgica cortical de estos pacientes.

Hasta el momento existe una clara evidencia que ha relacionado la actividad de las
neuronas del NBM con el aprendizaje de diversas tareas dentro de las que se encuentra el
Condicionamiento Aversivo a los Sabores (CAS), p ej., si se inactivan a todas las neuronas
del NBM con TTX o se les lesiona con drogas que incrementan el calcie intracelular
(excitotoxinas), los animales no aprenden el CAS  En un principio, se habia propuesto
que las neuronas colinérgicas del NBM que proyectan a la corteza eran mayormente
responsables de los procesos de aprendizaje y memoria, clertamente los resuitados de esta
tesis, demuestran que en ausencia de estas neuronas que provectan a la corteza. las ratas
pueden seguir aprendiendo una 1area que es de gran relevancia para su sobrevivencia, como
lo es el CAS. Adicionalmente en el segundo experimento se demuestra la participacion de
un segundo grupo colinérgico basal que proyecta a la Amigdala Basolateral (ABL), ya que
cuando se lesiona la proyeccion colinérgica que se dirige a la corteza y al mismo tiempo se
bloquea a la ACh en la Amigdala Basolateral (ABL), las ratas no aprenden el CAS.
Adicionalmente, se abre la posibilidad de que las neuronas restantes del NBM que no son
colinérgicas participen en la formacién de la memoria del CAS, a las que
desafortunadamente no se les ha prestado mucha atencidn por lo que seria interesante
realizar nuevos experimentos en donde se demuestre su participacién en el CAS.
Ciertamente, ta creacion de 192 igG saporina nos ha permitido lesionar selectivamente a
neuronas colinérgicas que proyectan a la corteza, pero también nos puede brindar una
herramienta para estudiar, en ausencia de ACh, la participacion de otros tipos de

neurotransmisores, como al sistema GABAérgico del NBM, el cual también presenta




PROTOCOLO CAS
CON UNA BOTELLA

Linea R
Base Adquisicion

Agua : S
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Prueba
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Sacarina

Esquema 1.- muestra el procedimiento de CAS con una botella, brevemente  Se retira los
bebederos de sus cajas 24 hrs. Antes de comenzar la linea base, [a cual consiste en registrar el
consumo de agua durante 5 min. durante 4 dias. El dia 3. se realiza la fase de adquisicion,
en donde, los animales son expuestos a sacarina 0.1% durante 15 min. y 5 min. més tarde, se
les inyecta 7.5 ml/Kg de un irritante gastrico (LiCl 0.4 M) por via intraperitoneal. Los dias
posteriores se registra el consumo de agua durante 15 min por dia, hasta que los animales
recuperen el nivel de consumo obtenido en la linea base.  Por altimo, comienza la fase de
prueba, en donde, se presenta por segunda ocasién sacarina 0 1%. Si el antmal aprende el
condicionamiento aversivo al sabor, éste reduce drasticamente el consumo de sacarina durante

la prueba.




proyecciones corticales, o al sistema glutamatérgico. Al mismo tiempo nos permite
conocer cual puede ser la interaccion de estos tres neurotransmisores (ACh, GABA y

Glutamato) en procesos tan complejos como lo son el aprendizaje y la memoria.

Introduccién

“It myst have been something [ alc™

John Garcia and Robert A Koelling (1966)

i (ué es ef Condicionamienio Aversivo a los Sabores?

El condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) es un paradigma conductual
descrito por primera vez por John Garcia® con el cual, se puede estudiar la conducta
aversiva o de rechazo que muestran casi todos los organismos a ciertas substancias toxicas

gue se encuentran en el ambiente,

En el CAS, un organismo aprende a rechazar un sabor si éste fue seguido de malestar
interno en la primera ocasion que lo probo. El cambio que induce este aprendizaje, es una
maodificacion en et valor heddnico de un sabor, el cual se conviete en aversivo o

desagradable’(ver esquema ).

La aversion puede ser inducida por algiin agente que produzca malestar interno como
por ejemplo radiacion Gama’, irritacion gastrica, drogas que induzcan émesis o estimulacion

vestibular (por medio de rotacion™) e incluse en humanos la sugestion verbal.




Dentro de las caracteristicas mas importantes de este paradigma se encuentran al

menos tres’
| - Ciertos organismos aprenden el CAS en un solo apareamiento

En algunas especies se ha demostrado su capacidad para asociar en un solo

apareamiento un estimulo gustativo con irritacién gastrica inducida con LiCL, dentro de las
16 . . .

que se encuentran ratas, coyotes, lobos y halcones™. Existen trabajos con otro tipo de

especies que también pueden mostrar aversion a presas repletas de toxinas, pero por lo general

se tardan mas de un ensayo (insectos, gusanos y ciertas aves)'>

2 - Grandes intervalos interestimulos

La asociacion del estimulo gustativo y del estimulo que induce el malestar puede
ocurrir a pesar de que existan grandes demoras entre ellos. Existen diversas hipdtesis que han
intentado explicar por qué sucede esto, pero hasta el momento no existe una explicacion
adecuada(ver Domjan 1985). La idea con mayor aceptacion hasta la fecha propone que se
forma una representacion neuronal del estimulo gustative  que perdura durante grandes
intervalos en el Sistema Nervioso Central (SNC), de tal forma que cuando I]ega el estimulo
que induce el malestar ¢stos se asocian®. Generalmente este aspecto del CAS no es de gran

i y la gran mayoria de los trabajos utilizan [5 min de

relevancia para las neurociencias
separacion entre los estimulos.  No obstante se ha reportado que ratas aprenden el CAS ain
cuando el sabor y la irritacion gasirica (LiCL) difieran 6 hrs. En un eswdio piloto

encontramos que después de 8 hrs. de separacion entre estimulos ya no se condicionan,

3.-Predisposicion biologica.



Existe una predisposicion biologica para asociar ¢l consumo de un sabor con
irritacion gastrica vy la aplicacion de un dafio en Organos periféricos con estimulos

exteroceptivos.

£l primer experimento que pumnualizd este aspecto fue realizado por Garcia y col
1966, en donde. a dos grupos de raias les presentd agua con un sabor y al mismo tiempo
un estimulo audiovisual {(ruido-luz) aparecia después de cada lengiietazo, al primer grupo
lo apareo con irritacion gastrica y al segundo con un choque eléctrico  En la fase de prueba
les presentd por separado agua adicionada con el sabor y agua con las pistas audiovisuales.
El resultado fue interesante, los animales que fueron apareados con irritacién gastrica
mostraron mayor aversion al sabor, es decir, lo dejaron de consumir, mientras que el
estimulo audiovisual no disminuyé el consumo de agua.  Por otra parte el grupo que fue
apareado con un choque eléctrico, ne mostro aversion al sabor pero cuando se presento

solamente al estimulo audiovisual la rata redujo su consumo de agua

Con base en estudios sobre la organizacién del cerebro de vertebrados, se propuso la
existencia de dos sistemas de defensa, que evolucionaron a partir de la seleccion ejercida por
8

la cadena alimenticia®®. Los cuales son fundamentales para entender las caracteristicas tan

especiales del CAS y el resultado del experimento anterior.

El primero se especializa en la proteccién de los organos periféricos como la piel ante
el alaque de un predador, este sistema puede generar una conducta motora que se adapte a
cualquier amenaza externa'®, todos los vertebrados asocian especifica y mas ficilmente
estimulos exteroceptivos con algin dafio en la piel (ruido-luz-choque eléctrico).  Un ¢jemplo
de esto se encuentra en algunas especies de eanidos que viven en grupo social, en donde el

macho dominante ejerce su auwtoridad por medio de amenazas vocales, que pueden ir




acompaitadas de mordidas en la piel de sus subordinados, los cuales, aprenden rapidamente a

realizar conductas de sumision para detener la agresion.

E! otro sistema se especializa en la proteccion del interior del organismo contra la
comida 10xica que existe en la naturaleza (muchas plantas desarrollaron mecanismos de
defensa basados en toxinas y algunos insectos que comen de ellas resultan (oxicos para sus
predadores) Este sistemna tiene un repertorio conductual muy limitado, pere puede generar
cambios en el valor hedonico de un sabor u olor para convertirlos en aversivos'>*.  Muchos
organismos rmuestran mayor facilidad, para asociar el consumo de un sabor con irritacion

gastrica (en un solo apareamiento).

Filogeniu del CAS

Para sobrevivir los organismos deben seleccionar los nutrientes y evitar alimenios
toxtcos La habilidad de los animales para reconocer a través del gusto los componenetes
toxicos ha producido influencias en la evolucion de predadores y de sus presas, asi como de
algunas plantas, de esta forma, una gran variedad de organismos pueden asociar estimuios
gustativos con efectos 1oxicos, aparentemente como resultado de la evolucion de mecanismos
de proteccion tanto en vertebrados como en invertebrados, p. €f... La mantis religiosa
rapidamente aprende a evitar aun insecto (Lygacidae) que vive en el algodoncillo, ya que éste
contiene una sustancia toxica (cardenolide) que es un poderoso emético, que produce malestar
generalizado y es muy amargo a bajas concentraciones. Algunas especies de vertebrados

asocian pistas visuales que predicen la ocurrencra de presas con grandes concentraciones de




toxinas, por ejemplo, el pajaro arrendajo puede aprender en menos de 20 ensayos @ evitar
mariposas monarcas (Danaus plexippus) altamente téxicas que presentan una coloracion

9 20 .
! el cual, lo consiguen en su

aposematica., éstas tienen grandes cantidades de cardinoiide,
estado larvario cuando lo digieren y almacenan del algodoncillo (Asclepias curassavica) o de
cualquier asclepiadicea. Durante su metamorfosis el veneno se distibuye a través de sus
tejidos, pero se concentra en grandes cantidades en el exoesqueleto y alas.  El ortol de cabeza
negra de México ( Icterus galbula abeillei) llega a consumir aproximadamente 15,000
monarcas al dia, para evitar intoxicarse con grandes cantidades de cardinolide, sclamente se

come ¢l abdomen y torax en donde en promedic existe el 21 % del total de cardinolide de la

mariposa monarca'.

Son clasicos los trabajos realizades por cientificos de UCLA, en donde, le dan a
halcones de comer ratones albinos bafiados en wn imitante gastrico (LiCL), en los dias
posteriores, cuando se les vuelve a alimentar con ratones albinos v otros de color negro, los
halcones solamente comen los ratones de color negro'® De igual forma, los lobos
presentaron aversion a ovejas (los que en lugar de conducta de ataque, presentan conducta de
juego) asi como coyotes presentan aversion a liebres, con tan solo una experiencia con una

liebre que tenia una gran cantidad de LiCl en su piet™.

El hecho de que una variedad tan amplia de organismos tanto invertebrados como
vertebrados puedan facilmente asociar el consumo de un sabor con consecuencias gastricas o
con pistas visuales que acompafian a las presas con toxinas, demuestra la relevancia de este
tipo de aprendizaje en la vida de estos organismos. que en ultima instancia el aprender a

discriminar entre nutrientes y toxinas se refleja en la sobrevivencia.




Todos los roedores a lo largo de su evolucion, han adoptado y almacenado en su SNC
aversion o agrado a sabortes, olores y alimentos, lo cual, les ha permitido rechazar sustancias o
alimentos que pueda envenenarlos, asi como, reforzar el consumo de sustancias que
improbablemente puedan tener efectos nocivos, p. €j., justo cuando se desarrolian las paptlas
gustativas, las ratas muestran de forma naturai aversion a sabores amargos y acidos, como €l
de la quinina y el acido clorhidrico, mientras que, se genera una preferencia a sustancias
dulces o saladas a ciertas concentraciones'’ Ciertamente este sistema de conducta instintiva
permite rechazar alimentos putrefactos o con olores y sabores desagradables (muchas toxinas
en Ja naturaleza presentan sabores amargos), sin embargo, existe el problema de como
rechazar sustancias que presentan sabor y olor agradable, pero, que resultan ser muy toxicas
para el organmismo. Posiblemente este problema fue resueito cuando aparecieron y se
seleccionaron organismos con un potencial para aprender a asociar cualquier comida o
sustancia ingerida, con sus consecuencias, de tal forma que pueda existir la capacidad plastica
del SNC para modificar |a preferencia hacia ciertos sabores agradables y convertirlos en
averstvos™, A este potencial para aprender aversion a los sabores se le ha dedicado cast 20
anps de investigacion cientifica™, durante los cuales, se ha realizado un extenso trabajo en la
bisqueda y el entendimiento de las estructuras neuronales que participan en la formacion de la

memoria del CAS™.

Estructuras Involucradas en el CAS.

Vias de procesamiento de los estimulos gustativos y viscerales.

El condicionamiento aversivo a ios sabores utiliza inicamente dos estimulos, uno de

ellos es gustativo generalmente sacarina y el otro es malestar pastrico. normalmente



inducido con LiCl Cuando las moléculas de sacarina estimulan las papilas fungiformes de la
parte anterior de la lengua, se genera un potencial de accion que es conducido por el nervio
VII, también conocide como Corda Timpani (CT), hasta el Nucleo del Tracto Solitario
rostral {NTS rostral)*’, posteriormente, la informacién es enviada a las células del Nicleo del
Parabraquial medial (PBN medial), el parabraquial presenta comunicacion directa con la
Carteza [nsular (C1). 7 Adicionalmente, en este nicleo se presenta una bifurcacién, en donde,
la informacion gustativa, asciende y desciende L.a via ascendente se dirige al talamo
Ventroposteromedial (VPM), de donde se proyecta a la CI. La via descendente se dirige
hacia diversas estructuras del cerebro basal como el hipocampo, substancia innominata y al
hipotalamo lateral (HL) que proyecta al nucleo de Ja base estria terminalis (BNST), el cual a
su vez, se encuentra comunicado con la Cl. Otra proyeccion del parabraquial es la que se
dirige a la Amigdala Central (AC) v a la Amigdala Basolateral (ABL), ambas estructuras

envian la informacion gustativa a la C1*° (ver esquema 2)

Por otra parte, el esimulo visceral LiCi i p presenta basicamente dos formas de
llegar al Nucleo del Tracto Solitario caudal (NTS caudal), la primera de ellas es por medio
del nervio vago, el cual enerva entre otros érganos al tracto gastrointestinal, cuando ¢l nervio
vago detecta alguna molécula de LiCl en el peritoneo, éste envia una sefial al Nicleo del NTS
caudal,  La segunda forma, utiliza el torrente sanguineo, si alguna molécula de LiCl es
incorporada en sangre, el Area Postrema (AP) la detecta ya gue actia como quimioreceptor
que desencadena el refiejo del vomito en humanos (las ratas no presentan este reflejo).  El
AP es una derivacion de las células del NTS® por lo que, la informacian visceral liega al
NTS caudal v de ahi la informacion visceral es mandada al Nicleo Parabraquial lateral (PBN

lateral), en este nucleo se presenta una bifurcacion, en donde, la informacion visceral

10
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asciende y desciende (al igual que la gustativa), la via ascendente se dirige al nucleo de
alamo ventroposterolateral (VPL), de donde se proyecta a la Cl La via descendente visceral
{al igual que la gustativa) se dirige hacia diversas estruciuras del cerebro basal como ef
hipocampo, substancia innominata y al hipotalamo lateral (HL) que proyecta al niicleo de la
base estria terminalis (BNST), el cual a su vez, se encuentra comunicado con la Cl.  Otra
proyeccién de esta via es la que se dirige a la amigdala, la informacion viscerai llega a la
Amigdala Central, de donde se envia la informacion visceral a ta CI”® (ver esquema 2). Como

se observa la CI recibe aferencias de practicamente todas las estructuras involucradas en el

procesamiento de los estimulos gustativos y viscerales.

> informacion  gustativa L

«—> informacion  visceral @ A

Esquema 2.- Muestra las principales vias de procesamiento de 1os estimulos gustativos v viscerales.
Corda Timpani (CT), Arca Postrerna (AP), Nuclcodel Tracto Solitario rostral (NTS rostral) v caudal (NTS

caudal). Niadeodel Parabraquial Lateral (PBN laicral) v medial (PBN medial). Talamo Ventroposteromedial
(VPM) y Nicleo del TAlamo ventroposterolateral (VPL).  Coneza Insular (Cl). Hipotalamo Laterat (HL).

Bed Niicleo de la Estria Terminalis (BNST). Amigdala Central (AC) Amigdala Basolateral (ABL).



Cuando estimulaban eléctricamente esta area en humanos,
generalmente sus pacientes mostraban patrones de ingesta de
alimentos, como masticacion y salivacidn
Penfield and FaulK*'

Corteza Insular (CI)

La insula, también llamada coneza visceral o corteza gustativa. es una region
heterogénea de la archicorteza que procesa todas las modalidades sensoriales  Se encuentra
conformada por su region anterior agranular (allocortical), su parte posterior granular
(isocortex) y medial disgranular. La insula anterior se encuentra mayormente involucrada en
el aprendizaje del CAS, la cual, procesa informacion visceral y autonomica’’,  asi como
olfativa v en especial gustativa, pues se ha demostrade que las células de esta coreza
incrementan sus patrones de disparo tras estimular la lengua con algin sabor™  La Cl se
encuentra cormunicada basicamente con todas las estructuras que procesan la infermacion de
los estimulos gustativos y viscerales utilizados para realizar el condicionamiento aversivo a
los sabores, dentro de sus proyecciones y aferencias mas imporiantes $e encuentra la

33 M

comunicacion con el sistema limbico, a través, de la amigdala . ademas de que recibe

comunicacion del NTS, PBN y Talamo".

Los primeros experimentos en los que se relaciona a la CI en procesos cogaitivos que

involucran estimulos gustativos comenzaron a principios de los 70's™, desde entences se ha

: e & : : - .
demostrado que lesiones electroliticas'™ ®°,  inactivacion temporal de canales de sodio con

Tetradotoxina (TTX)Y*, lesiones excitotoxicas con N-metil-D-aspartato (NMDA)'!, aplicacion

de antagonistas de receptores muscarinicos”™, asi como, microinyecciones de aniagonistas de




receptores tipo NMDA® en CI deteriora la adquisicion del CAS, estos datos indican el fuene
papel que desempena la integridad analomica y funcional de la C] para que los animales
continten aprendiendo el CAS Otra estructura que ha sido involucrada en el aprendizaje
del CAS es la Amigdala, la cual, juesa un papel muy importante en la expresion de las

emociones,

Grandes lesiones de la amigdala, incrementan el
nimero de contactos que una rata puede hacer
can un gato sedado, de hecho, algunos
animales se montan sobre el gato y le
mordisquean su oreja, conducta no mostrada en
animales no lesionados

The amygdala p284

Amigdala

En 1923 1B, Johnston introduce la clasificacion de la amigdala mads ampliamente
utilizada, él propuso que la amigdala estd dividida en un grupo primitive de nicleos
asociados con el sistema olfatorio {ntcleos central, mediat y cortical)  y un grupo
filogenéticamente nuevo (nicleo lateral y basal)  Actualmente se considera a la amigdala
como una regibn helerogénea tanto funcional como estructural. conformada per una
expansion ventromedial del estriado (nicleos central, medial y anterior), otra parte caudal,
formada por las cortezas olfativas (nucleo del tracto lateral olfativa, postpiriforme y piriforme
amigdalar.) y una tercera area que es una extension ventromedial del claustrum (lateral, basal
y nilcleos posteriores)®.  La amigdala central, proyecta al nicleo dorsal motor del nervio

vago, al NTS, al PBN y al HL, por otra parte, recibe un amplio rango de mformacidn




sensorial que desciende de vias corticales {corteza insular) e informacion ascendente del
; 12 . . - .. .
puente y del talamo™*. La amigdala lateral y basolateral tienen conexiones bidireccionales con

el sistema olfativo, con 1a region prefrontal y con la corteza insular agranular’

Los estudios de lesion de la amigdala y de sus subnicleos han resultado ser en cierto
grado contradictorios'?, p. ¢j., cuando se lesiona al complejo amigdalino (a todos los nicleos
de la amigdala) electroliticamente o con blogueadores temporales de canales de sodio (con
TTXY™ ¥, se afecta el aprendizaje del CAS, no obstante, estas técnicas afectan el
funcionamiente de casi todos los submicleos de la amigdala, ademas de destruir o bloquear
(respectivamente) las fibras de paso que van del nicleo parabraquial a CI,  de igual forma,
cuando se lesiona con la excitotoxina, acido iboténico, exclusivamente en €l nicleo de fa
amigdala basolateral (ABL) se afecta el aprendizaje del CAS'" %, sin embargo, también se ha
reportado que lesiones de este mismo nicleo (ABL) con otra excitotoxina (NMDA) no
deteriora el aprendizaje de esta tarea”, hasta el momento no existe una explicacion
convincente que nos ayude a entender este resultado, ademas, de que se han utilizado
concentraciones y coordenadas de lesiones diferentes. Desde mi punto de vista, este efecto
diferencial entre el icido iboténico y NMDA puede depender en la extension de la lesion, p.
g, la microinyeccion de NMDA produce una lesion muy delimitada en los confines de la
ABL, que se circunscribe a la regtdn de ia microinyeccién y no lesiona a 1a ABL en toda su
extension, en algunos casos se llega a formar una cavidad'" ¥, Por otra parte, la lesion con
acido iboténico no induce una lesion tan marcada y delimitada, pero se logra lesionar un 90%

. ar 5
ala ABL en casi toda su extension’.

Como se puede observar, el papel de ia ABL en la adquisicion del CAS resulta

hasta la fecha muy controversial, quedando aun por determinar su verdadero nivel de




participacion en los procesos de asociacion de estimulos gustalivos con sus consecuencias

gastricas.

Por otra parte, cuando se lesiona el nicleo central de la amigdala {Adyacente a ABL

ver esquema 3) con acido iboténico, no se altera el aprendizaje del CAS™.

Nicleo Basal Magnocelular (NBM)

La primera descripcion exacta del ganglio basal de Meynen, fue hecha por A. Von
Kotliker {1896) quien la denominé asi en honor a su descubridor”. El ganglio basal de
Meynert se encuentra dentro de la substancia innominata de Reichert, un irea localizada
dentro de la region sublenticular. Desde los primeros estudios se identificé la existencia de
proyecciones corticopetales onginadas en unas neuronas muy grandes que se encuentran
dentro de la substancia innominata™, Posteriormente se descubrid que esta proyeccion
)6'.'

contiene principalmente acetilcolina (ACh)™', aunque, neuronas no colinérgicas también

existen dentro de este nicleo y pueden proyectar a la corteza o al ganglio contralateral®.

La estructura homologa en rata dei ganglio basal de Meynert es el Nicleo Basal
Magnocelular (NBM), éste contiene grandes neurcnas colinérgicas (20-30 pm) que se
encuentran difusamente distribuidas a través del patlidum ventral y la substancia innominata”.

. . . . il
Estas neuronas proveen de acetilcolina al manto neocortical * y a la amigdala®™ .

En el NBM se localizan dos poblaciones de células colinérgicas unas contienen el

receptor de baja afinidad p75 de NGF (positivo-P75 NGFr)* y otras no lo presentan




(negativo-P75 NGFr)™, las primeras se dirigen a la corteza formande la via colinérgica NBM-
Corteza® y las segundas se dirigen a la amigdala basolateral formando la via colinérgica

NBM-ABL™ 7" {ver esquema 3).

Existen diversos trabajos que han relactonado a esta estructura con ¢l aprendizaje del
CAS, p. ¢, se ha reportado que lesiones del NBM cen acido quiscialico™ o el bloqueo
temporal de canales de sodio por medic de microinyecciones de TTX™ deteriora fuentemente

el aprendizaje de esta tarea.

El interés en el NBM aumentd cuando se correlaciond la disminucion en cantidad
y actividad de marcadores colinérgicos en la corteza (ChAT enzima de sintesis, AChE enzima
de hidrolisis de acetilcolina ) y el detertoro mnemonico que presentaban personas con la
enfermecdad de Alzheimer. Adicionalmente un gran nimero de investigaciones realizadas en
ratas se enfocaron en deteriorar el aprendizaje de diversas tareas por medio de tratamientos
con anticolinérgicos (escopolamina) y en revertir el deterioro con farmacos que incrementan e!
6 58

nivel de ACh (Fisostigmina) Todo esto invelucrd a las células colinérgicas como

posibles responsables de algunos de los deterioros cognitivos asociados con la edad y la

enfermedad de Alzheimer™ 2%,

Es conocido que sujetos mayores de 65 afos presentan mayor riesgo de suffir
Alzheimer o algin otro tipo de demencia senil. E! Alzheimer es una enfermedad
neurodegenerativa que deteriora las capacidades cognitivas en especial las mnemonicas, altera

. 56 13
Esta

. . . . 3
componentes del lenguaje' y genera deficiencias en procesos atentivos”
enfermedad ha estimulado a un gran nimero de investigadores que han intentado entender

cuales son los procesos bioquimicos que sustentan el aprendizaje y la memoria.
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|7!35querna 3. Muestra corles coronales de cercbros de rata con histoguimica para colinesterasa
(enzima que degrada ACh), entre mas obscuro sea el tgjido mayor cantidad de colinesterasa, lo
cusal significa que en ese lugar puede existir aclividad colinérgica,

En A,B y C sc muestran las dos principales proyecciones colinérgicas del NBM. la primera de
ellas, sc origina en neuronas colinérgicas que presentan el receptor de baja afinidad de NGF
(positivas NGFr), principalmente proyecian sus axones al manto cortical (linea continua).
La segunda proyeccién (linea puntcada) parte de neuronas colinérgicas que no presentan el
receptor de baja afinidad de NGF (negativas-NGFr}, sus axones pasan a través de la estria
terminalis cruzando por la amigdata centrat (CE). hasta llegar al nucleo Basolateral (ABL) y
al Tractq Olfatorio del Nicleo Lateral (NLOT), figura B.

En la figura C se muestra la Corteza [nsular (CI) v el estriado (Est. ) éste 1limo presenia una
gran cantidad de actividad colinérgica independiente del NBM, es decir. ¢l estriado tiene
interneuronas colinérgicas que producen su propia Ach.




En este intento lo primero que se hizo fue averiguar qué estructuras det SNC y que
moléculas se encuentran alieradas en pacientes con esta enfermedad, con respecto a sujetos
sanos de la misma edad. Lo que se ha encontrado, desde que Alois Alzheimer reporté el
andlists post-mortem del cerebro de una mujer que presentaba pérdida de la memoria ha sido,
la formacion de depositos de proteina § amiloide *? y degeneracion de los somas del complejo
de! cerebro basal anterior®, en donde, se localiza el NBM, muy probablemente a consecuencia
de la destruccion de este nicleo los pacientes con Alzheimer presentan disminucion cortical de
marcadores colinérgicos™, recientemente se demostrd que existe una disminucion en la
expresion de mRNA de colin acetiltransferasa (ChAT, enzima de sintesis de ACh } en corleza
de pacientes con Alzheimer™, Por otra parte, se ha demostrade que animales viejos
presentan menor actividad de ChAT y mayores problemas para realizar ciertos paradigmas
conductuales. Todos estos datos dieron origen a la hipotesis colinérgica, la cual, involucra a

12 ACh en procesos de aprendizaje y memoria®.

Se han realizado intentos para curar esta enfermedad por medio de microinyecciones
de neurotrofinas (factores de sobrevivencia neural) que en cierto grado revierten la atrofia de
células colinérgicas, estos intentos, han sido motivados principalmente por investigaciones en
donde se muestra que la aplicacion de neurotrofinas como el Factor de Crecimiento Neural
(NGF) revierte el deterioro en células colinérgicas y puede mejorar la memoria de ratas
viejasn, p. ¢j., en un estudio®, en donde le implantaron a una mujer que presentaba Alzheimer
una bomba o§mc'>tica, que le inyectd NGF intracerebroventricular, durante tres meses, al
término del tratamiento, la paciente mejoro significativamente su gjecucion en la capacidad de
memoria episddica verbal, por lo cual, los autores concluyeron, que este tipo de tralamiento

padria ser una alternativa viable para mejorar a estos pacientes.  Habria que aciarar que no se



encontrd mejora alguna en memoria espacial, reconocimiento de rostros, evocacion a largo y
corto plazo, y en la repeticion de series de nimeros hacia delante y hacia airass. En un
trabajo mas reciente® utilizando el mismo protocolo del experimento anterior en tres
pacientes con Alzheimer, no encontraron mejora visible en algin procesos cognilivo

mencionado antes.

Distribucién Colinérgica

Existe un acuerdo general, sobre la existencia de dos grandes grupos de neuronas
colinérgicas en el cerebro. El primero de ellos es el cerebro basal anterior (CBF) que esti
conformado por ¢l nicleo del septum medial (MS), nicleo limbico de la banda diagonal de
Broca vertical (vdB) y horizontal ( hdB) y el Nucleo basal Magnocelular (NBM), también
llamado nicleo basalis de Meynert (nbM) en humanos.  El segundo grupo de células
colinérgicas, se encuentra en el puente del tronco encefilico, especificamente en la region

pedunculo pontina tegmental (PPTg) y en ¢l tegmento laterodorsal pomino“.

Las neuronas colinérgicas del NBM proyectan a la amigdala basolateral (ABL) y
enervan con acetilcolina a casi toda la coneza en especial a la corteza piriforme y Corteza
Insular (CI}*, mientras que las neuronas colinérgicas def puente enervan principaimente al

talamo.

Desarrollo de técnicas especificas para lesionar célulus colinérgicas del NBM.

Come ya mencignamos antes, la destruccion del NBM ha resultado en un modelo
animal ampliamente utilizado para estudiar la pérdida de funciones cognitivas y para entender

¢l papel de esta estructura en la enfermedad de Alzheimer™ "%’



Una de las primeras técnicas utilizadas para lesionar al NBM, fue la aplicacion de un
pulso de corriente, lo que resulta en una lesioén electrolitica que destruye inespecificamente
todo el tejido cercano a la corriente eléctrica, Esta lesidn genera un fuerte deterioro en
diversas de¢ tareas, sin embargo, las neuronas colinérgicas del NBM se encuentran
entremezcladas con células corticopetales no colinérgicas® y fibras de paso, por lo que, no
podemos saber con toda certeza cual es el papel que desempeiia el ststema colinérgico en el
aprendizaje. Posteriormente se emplearon lesiones con aminodcidos excitadores (AAE) mejor
conocidos come excitotoxinas (por ejemplo,  alfa-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxasol acido
propinico, 4cido iboténico, acido quiscualico, dcido quinolinico y NMDA) que son anatogos
del glutamato (neurotransmisor excitador del SNC por excelencia)®’. Las lesiones
excitotoxicas presentan la ventaja de no destruir fibras de paso™, pero, contindan  siendo
inespecificas para lesionar a neuronas colinérgicas y por ende, inactivan a todas las neuronas
que presentan receplores a glutamato, en algunos casos lesionan a estructuras adyacentes al
NBM"*  p ¢j., Se ha demostrado que inyecciones de acido iboténico en el NBM genera
un gran deterioro conductual, pero, a su vez, afecta a grupos celulares que no forman parte del
NBM, como es el caso de la amigdala basolateral y de la formacion reticular del talamo™,
mientras que la aplicacion de acido quiscudlico, que no destruye estructuras adyacentes, no
deteriora el aprendizaje de forma tan severa, a pesar de disminuir la actividad de ChAT
cortical a niveles similares a los producidos por lesiones de acido iboténico®’. Esto ha llevado
a algunos investigadores a concluir que el deterioro conductual observado tras lesiones con
ciertas excitotoxinas especialmente acido iboténico y NMDA no puede ser atribuido
principalmente a la disminucion en los niveles colinérgicos en corteza, si no mas bien, al dafio

20.1,57.70

producido en células no colinérgicas y/o a estructuras adyacentes De acuerdo con lo

anterior, cuando se utiliza alfa-amino-3-hidroxi-5-metilo4-isoxasol acido propinico (AMPA)




para lesionar cf NBM se consigue eliminar a células colinérgicas sin destruir estructuras
adyacentes, lo mas sorprendente es que, no se observa un deterioro tan marcado en procesos
de aprendizaje y memoria’’, es decir, las excitotoxinas que dafan preferentemente la actividad
colinérgica cortical y no afectan a estructuras neuronales adyacentes al NBM (como AMPA y
icido quiscualico) no afectan el aprendizaje tan fuertemente, mientras que, las excitotoxinas
que lesionan a estructuras adyacentes (NMDA,  acido iboténico) afectan el aprendizaje de

forma severa en diversos paradigmas conductuales

Sin duda alguna la utilizacion de lesiones excitotoxicas resulio en un gran avance para
el entendimiento del papet colinérgico del NBM, sin embargo, debido a su inespecificidad
también lesionan a grupos neuronales no colinérgicos (interneuronas GABAérgicas), que
probablemente puedan contribuir a la pérdida de procesos cognitivos’. Recientemente se
desarrollé™una inmunotoxina ltamada 192 IgG-saporina que es la unién de un anticuerpo
monoclonal dirigido contra el receptor de baja afinidad p75 del Factor de Crecimiento
Neuronal (NGF), con una toxina llamada saporina officinalis que ireversiblemente detiene la

. . . 0T
sintesis de proteinas, lo cual, resulta en muerte celular™ ™

Debido a que las células
colinérgicas del complejo basal antertor (en donde se encuentra el NBM), son las unicas que
presentan el receptor de baja afinidad p75, esta inmunotoxina resulta ser una poderosa
herramienta para destruir selectivamente a grupos celulares colinérgicos de proyeccion

[$:25:26 3940 48.69: T2 ] 5 mas sorprendente de esta técnica es que a pesar de disminuir

cortica
la actividad colinérgica en todo el manto cortical (a niveles nunca anies conseguidos por
coalquier excitotoxina) consistentemente ha fallado para deteriorar el aprendizaje de

practicamente todos los paradigmas conductuales que miden aprendizaje y memoria.  Dentro

de las tareas conductuales que no se ven afectadas por la disminucion de ACh cortical, se
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encuentran  Prevencion Pasiva, laberinto T, laberinto de 8 brazos™, Laberinto de Aguazj‘
inhibicion tatente paradigma adaptado al CAS™, no obstante, que todas estas tareas s¢ ven

afectadas por lesiones excitotoxicas, como se muestra en la tabla 1.

Tabla | muestra tureas afectadas por lesiones excitotéxicas e inmunotdxica.

Selectividad
Lesidn NBM colinérgica Tareas afectadas Tareas no afectadas
Excitotdxinas
Acido iboténico Muy baja Laberinto de agua’ - " Laberinto
Radizl de & brazos," ™ Laberinto radial de
16 brazos™Prevencién pasiva y activa,
laberinto en T {naltcrnancia). igualacién a
Is muestra demorada, discriminacidm
temporal,”
NMDA Muy baja Laberinto de agua® condicionamiento

sversivo a loa sabores,®™ ™ prevencién

pasiva ¥ activa, laberinto en T
(alternancia),  igualacitn a la muesya
demorada, discriminacion temporal. ™

Acido quiscuilico Mediana Labernto de agua, > . condicionamiento | Prevencion pasiva

aversive a  los  sabores, prevencién

pasiva’, laherinto radial de 8 brazos,

AMPA Alta Dﬂen;gl_"tl) no tan severo de: laberinmio de
agua, ™

Inmunaotoxina

Muy alta Laberinto de agua, ¥ = " labeninto
radiaf de 8 brazos®™, labennto ¢n T
(alternancia), ¥ condiciona miemo

192 18G saporina aversive a los sabores*larea de
igustacion  al  lwegar"prevencion
pasiva,"

El Problema y la Justificacién.

Como ya se ha mencionado, un gran numero de trabajos utilizando lesiones
excitotdxicas del NBM, principalmente NMDA y 4cido iboténico, han puntualizado la
participacién de la proyeccion colinérgica que provee de ACh al manto cortical en procesos
de aprendizaje y memoria. Lamentablemente esta técnica de iesion es inespecifica para

células colinérgicas.  Recientemente se” desarrollo una técnica de inmunolesion (192 [gG-
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Saporina) extremadamente especifica para destruir Uinicamente a las células colinérgicas que
proyectan a corteza, interesaniemente esta lesion consistentemente no deteriora ningun

paradigma conductual de aprendizaje y memoria, afectado por las lesiones excitotoxicas.

En un intento para saber porqué sucede esta contradiccion decidimos lesionar el NBM
con estos dos tipés de lesion y basandonos en que el detericro conductual inducido por la
lesion excitotoxica del NBM se ha atribuido principalmente a la disminucién en la actividad
de marcadores colinérgicos en corteza,  utilizamos el condicionamiento aversivo a los

11:17

sabores, ya que es un paradigma que depende de la actividad de corteza insular Ademas

de que se ha demostrado la participacion det NBM en la formacion del aprendizaje de esta

49:
tarea 9.53.

Experimento 1

Este experimento fue disefiado para estudiar el efecto conductual producido en el
condicionamiento aversivo a los sabores, por dos tipos de lesion del NBM, una
inespecifica (NMDA) y otra especifica (192 [gG-saporina) para lesionar neuronas
colinérgicas. Nosotros analizamos el nivel de destruccion de neuronas colinérgicas por
medio de la disminucion en la actividad de ChAT y de acetilcolinesterasa {AChE) tanto en
CI como en la ABL, debido a que estas estructuras son dos de los principales centros de

43, 44; 77

proyeccion colinérgica del NBM*
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Materiales y Métodos

Sujetos: Se utilizaron 49 ratas de la cepa Wistar, entre 250-300 g, 1odas las raias fueron
separadas en cajas individuales y mantenidas en un ciclo de 12 hrs. luz/obscuridad, todas

fas manipulaciones fueron realizadas en la fase de tuz.

Procedimientos quirargicos: los animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico
{65 mg/kg.) y colocados en un aparato estereotaxico. Las lesiones fueron realizadas por medio
de la inyeccién de toxinas con aguja dental de calibre 30, conectada a una tuberia de teflon
unida a una microjeringa de vidrio de 10 4l montada en una bomba de microinyeccion.  Para
lesionar ¢l NBM se utilizaron las siguientes coordenadas segin Paxinos y Watson®™  a pantir
de Bregma: anteroposterior; -0.8 mm, lateral, 2.5 mm y dorso ventral; 8 mm. Se inyecto
bilateralmente a una velocidad de 0.5 ul/min, un volumen total de 0.8 pl de 192 igG-saporina
por hemisferio (0.2 pg/ul: Chemicon, Tamecula, CA) o de NMDA (10 pg/l: Sigma St. Louis,
MO) diluidos en Buffer Fosfato Salino (PBS). El inyector fue mantenido 3 min antes de

retirarlo para permitir una adecuada difusion,

Los primeros 18 animales recibieron microinyeccion bilateral de 192 lgG-saporina
intra-NBM {(grupo Sap/NBM), otro grupo de 15 animales recibieron microinyeccion bilateral
en e} NBM de NMDA (grupo NMDA/NBM), por dltimo un grupo de 16 animales

permanecieron sin operar durante todo el experimento como control intacto (grupa Cirl/1),
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Tibla 1. Muestra las manipulaciones realizadas a cada grupo.

r Grupo Forma de lesion del | Ensayo enzimatico de | Histoquimica para
NBM ChAT AChE
Ctrl/1 (n=18) Ninguna n=8 n=10
Sap/NBM inmunotéxica n=1¢ i n=5
(n=15) 192 IgG-saporina

NMDA/NBM Excitotéxica n=7 n=9

(n=16) NMDA

Procedimiento conductual: dos semanas despues de la cirugia, a todos los animales
se les retiro el agua por 24 hrs., posteriormente se les registro su consumo de agua
diariamente durante 15 min al dia. Cuando consiguieron establecer un nivel asintotico de
consumo de agua, se realizo el ensayo de adquisicién, que consistio en la presentacion de un
sabor novedoso, el cual fue obtenido al diluir sacarina en agua (0.1%), los animales
consumieron este sabor por 15 min y 15 min después se les indujo trritacion gdstrica por
medio de inyeccion ip. de LICL 0.15 M (7.5 ml/Kg). En los dos dias subsiguientes se les di6
agua para que recuperaran el nivel asintotico de consumo. Al tercer dia se realizé el ensayo de
prueba que consistid en dar a beber por segunda ocasion sacarina. El porcentaje de

consumo de sacarina en la prueba con respecto al consumo de agua en linea base, fue utilizado
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como indice de aversion al sabor de tal forma, entre menor consumo de sacarin2 mayor

aversion,

Ensayo enzimitico de ChAT: Un dia después de terminado el procedimiento
conductual, se tomaron al azar a ratas de cada grupo para su posterior decapitacion
(Sap/NBM, n=10; NMDA/NBM, n=7; Cirl/l, n=8). Con ayuda de un microscopio
estereoscopico, se tomaron muestras de corteza insular, complejo amigdalino y estriado
dorsal, las muestras de tejido fueron almacenadas a —70 °C para su posterior analisis de
actividad enzimdtica de Colina acetiltransferasa (ChAT). Se incluyeron muestras de tejido del
estriado dorsal como control, debido a que es una estructura rica en acetilcolina independiente

del sistema colinérgico basal.

Cada muestra fue sonicada en |1 ml de buffer fosfatos 25 mM que contenia 0.5%
Triton X-100, todas las muestras fueron mantenidas en hielo para evitar sobrecalentamiento
El homogenado resultante fue centrifugado 2 20,000xg por 15 min El ensayo enzimético fue
realizado con 200 pl. del sobrenadante y 50 pl. de solucidn substrato que contenia: 10 mM
Colina clorada, 0.2 mM neostigmina, 20 mM EDTA y 0.4 mM de acetil coenzima A disuelto
en PBS 0.1 M pH 7.4. El sobrenadante y la solucion substrato fue mezclada e incubada por
5min a37°C. Lareaccion fue detenida al agregar 10 pl. de acido perclorico i My I ml. de
agua destilada. Posteriormente fue fiitrado con un filtro ultraspin 30.000 MW (Cole-Parmer)

y almacenado a —70 °C para su posterior analisis cromatografico.

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). A las muestras anteriores, se les
midié el nivel de ACh utilizando HPLC con deteccidon electroquimica, Se utilizé una fase
movil pH 8.5 que contenia PBS 50 mM vy 0.5% de bactericida regente Kathon (BAS). Todas

las muestras fueron inyectadas en una columna poliédrica de fase reversa (BAS ACh-Choline
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assay Kit}, en un reactor post columna que contenia acetilcolinesterasa inmovilizada y colina
oxidasa (BAS) la ACh y la colina fueron convertidas en peroxido de hidrégeno y betaina  Un
reactor de colina catalasa-.oxidasa (BAS) fue adherido para evitar deteccion de colina en la
solucion de substrato.  El perdxido de hidrogene fue detectado electroquimicamente con un
electrodo de platino de 500 mV (Us Ag/AgCl). [l limite de deteccién (definido como ei

monto de ACh que produce un doble pico detectable del nivel de ruido base) fie de 0.2 pmol.

Histologia:  I[nmediatamente después de terminado el procedimiento conductual, se
selecciono cierto nimero de animales (ver tabla 1} de cada uno de los grupos, se les aplico
una sobredosis de pentobarbital (1 ml.) y posteriormente fueron perfundidos por medio intra-
arterial con 100 ml. de solucidn salina (9 g/} y 100 ml. de fijador (paraformaldehide 4%, 4
ml. glutaraldehido al 25%, aforado a un itro de buffer fosfato 0.1 M).  Sus cerebros fueron
retirados y almacenados en glucosa 30%. Se obtuvieron cortes coronales de 40 um para su
tincion en histoguimica para acetilcolinesterasa (AChE, enzima de hidrélisis de ACh) de
acuerdo con el protocolo medificado de Paxinos y Watson{Paxinos & Watson 1986 ID: 31},
Brevemente, los cortes se incuban durante toda una noche en 50 mM de Buffer de acetato
de sodio pH 5.0, 4 mM de sulfato coprico, 16 mM de glicina, 4 mM  acetilcolina yodada y 0. |
mM etopropazina, Acabada la incubacion, los cortes se sumergen dentro de la solucion

reveladora (1% sulfato de sodio pH 7.5) durante 10 min .

Resultados experimento 1

Condicienamiento aversivo a los sabores: Para el analisis estadistico se utilizo la
prueba ANOVA simple para comparar el consumo de liquidos entre grupos.  Para el anilisis

Post-hoc se usd la prueba de Fisher.  No se encontraron diferencias en el consumo de agua
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durante la fase de linea base entre grupos (F(2,46)=0.325; p>0.05) La media del consumo de
linea base fue de: (en ml) 1508+0.64, 1574085 y 14.95¢1 13 Cull, Sap/NBM,
NMDA/NBM, respectivamente. Como se muestra en la figura | (barras blancas), no existen
diferencias significativas entre grupos en el porcentaje de consumo de sacarina durante el

ensayo de adquisicion con respecto a la linea base de cada animal. (F(2,46)=0 24, p>0 05)

En la fase de prueba (segunda presentacion de sacarina) diferencias estadisticamente
significativas fueron encontradas entre grupos (F(2,46)=43.94; p<0.01). E! anilisis post-hoc
con la prueba de Fisher mostro diferencias estadisticamente significativas Unicamente en el
grupo lesionado con la excitotoxina NMDA ( valor p<0.01), es decir {a lesion del NBM con
MMDA fue la (nica que evita que los animales aprendan el CAS. El grupo inmunolesionado
con 192 [gG-saporina no deteriord la aversion al sabor comparade con el grupo control

{Ctrf). {ver figura 1)

1201
O Adquisicion
B Prueba
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60!
40 |

CONsUnG S8CaFINA
{% linaa base)

CurlT Sap/NBM NMDA/NBM

Figura - Se rpsestes Ja media £ S.EM. on ¢l ensaye de adquisicion (barras blancas) v en la fase de
prueba (barra sombreada) dé los grupos Curll= controt intacto, Sap/NBM= lesion inmunotéxica del
NBM con 192 1gG stporing, NMDA/NBM= lesion excitotdxica del NBM con NMDA. Enla
fase de prucba entrc menor porceniaje de consumo de sacarina mYyor aversion, *Diferencias
estadisticamente significativas (p<001) conrespecic al gapo Curl/l y Sap/NBM,
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Actividad enzimatica de ChAT: Sc utilizaron las mismas pruebas estadisticas
anteriormente mencionadas para analizar la actividad de ChAT  En la figura 2A, se observa
una fuerte disminucién en la actividad de ChAT de corteza insular, inducida por la lesion del
NBM con 192 IgG saporina y con NMDA, con respecto al grupo control intacto
(F(2,22)=18.46; p<0.01). Sin embargo, [a reduccion en la actividad enzimatica fue mas
evidente en el grupo con inmunolesion (ver fig.2A, Sap/NBM) La media de acetilcotina
producida por ChAT cortical fue de: ( en pMol/min/mg de proteina) 123417, 1744, 5546.45
en los grupos Ctrl/l, Sap/NBM y NMDA/NBM respectivamente. El analisis post hoc mostro
diferencias estadisticamente significativas de ambos grupos lesionados comparados con el
control intacto (valor p<0.01). Adicionalmente, fueron encontradas diferencias significativas
enire el grupo Sap/NBM y NMDA/NBM (ver fig. 2A) (valor p<0.05). lo que indica que [a
lesion del NBM con 192 IgG saporina afecta de forma mas severa la actividad de ChAT en

corteza insular con respecto a 1a lesion con NMDA.
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Figura 2.- muestra la media £+ S.E.M. de acetilcolina (pMol/min/mg de proteina) producida por la enzima
ChAT. que se extrajo de la corteza insular, amigdala y estriado dorsal, de cada uno de los siguientes grupos;
Cirl/I= conwrol intacto no recibic lesion, Sap/NBM-= lesion inmunotdxica del NBM por medio de 192 IgG
saporina, NMDA/NBM= lesion excitotoxica del NBM por medio de NMDA.  Las ratas fueren lesionadas
¢n el NBM porque son lis inicas neuronas que proveen de Ach a toda la corteza (en especial a corteza
msular } y a la amigdata. Se tomé como control positivo al estriado dorsal debide a que su actividad
colinérgica es independiente det NBM. * Diferencias estadisticamente significativas  (p <0.01) con respecto
al grupe Cirl/l, ® (p<0.05) con respecto al grupe NMDA/NBM,

Por otra parte, en el complejo amigdalino se observa un patron inverso de disminucion
en la actividad de ChAT (ver fig2B). Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (F(2,22)=6.36; p<0.01). La media de acetilcolina producida por
ChAT amigdalina fue de: (en pMol/min/mg de proteina) 219438, 153130, 70426 en los
grupos Ctri/l, Sap/NBM y NMDA/NBM respectivamente. La prueba post hoc de Fisher
mostro disminucion significativa (valor p<0.01) solamente en la actividad enzimatica del
grupo con lesidn excitotoxica (NMDA/NBM). Esto indica que solo este tipo de lesion
disminuye la actividad de ChAT en el complejo amigdalino, por otra parte, no se encontrd

reduccion significativa en el grupo Sap/NBM (ver fig.2B).
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En el estriado dorsal no se encontré ningln efecto con ninguno de los tratamientos
(F(2,22)= 0.38; p>0.05), la media de acetilcolina producida por ChAT amigdalina fue de:
(en pMol/min/mg de proteina) 480178, 455449, 533362 en los grupos Cirl/l, Sap/NBM y

NMDA/NBM respectivamente.

Confirmacién de la lesién: La extension y localizacién de la lesion colinérgica en los tres
grupos fue confirmado por medic de la histoquimica para AChE (enzima de hidrdlisis de
ACh). En la figura 3 se muestra la tincion de fibras que oontienf:n AChE (enzima que
degrada ACh) en corteza insular del control intacto (fig.3 A), con inyeccion intra-NBM de
192 {gG-saporina (fig.3 B) e inyeccion intra-NBM de NMDA (Fig.3 C). Obsérvese la
diferencia en la cantidad de AChE tefiida con ambos grupos lesionados, con respecto, al

control intacto.

Por otra parte en el complejo amigdalino, especificamente en el nicleo de la ABL, se
puede observar que la lesion con NMDA del NBM, fue la unica que afecto la actividad de

AChE en la amigdala (fig.3F).

Conclusion experimento 1

La lesion del NBM con la excitotoxina NMDA pero, no con la inmunotoxinal 92 1gG-
Saporina afecta la capacidad de un organismo para discriminar y rechazar un sabor
apareado con malestar géstrico.  Una seric de investigaciones han puntualizado el fuerte
deterioro conductual inducido por la lesion del NBM por medio del NMDA en el aprendizaje
de diversas tareas’’” %% 2 % ™ E] efecto del NMDA en ¢l aprendizaje se ha iltribuido
principalmente a la destruccion de somas colinérgicos que presentan proyecciones

corticopetales, por ende, a la disminucion de ACh cortical. Basindonos en esta explicacion
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Figura 3. S¢ mucsiran cortes coronales representativos con histoquimica para acetilcolinesterasa (AChE) de
corteza (A-C) y amigdala basolateral (D-F). De los grupos control intaclo {Cul/T (A D)), lesién
inmunotdxica del NBM con 192 [gG saporina {Sap/NBM (B, E)} vy lesion excitotoxica del NBM con
NMDA, {NMDA/NBM (CF)}. Se puede observar que el prupo Sap/NBM presentd mayor disminucion
de AChE ¢n corteza (B). Mientras que, el grupo NMDA/NBM presentd mayor disminucion cn la tincién cn
la amigdala basolateral. (F)




nosotros encontramos que la destruccion de la actividad colinérgica cortical no explica por

completo el deterioro conductual inducido por el NMDA.

El andlisis de la actividad enzimatica, demostro que lesiones del NBM con NMDA
disminuyen la actividad de ChAT (enzima de sintesis de ACh) en la Cl, en un 55% con
tespecto a ratas né lesionadas.  Por otra parte, la inmunotoxina 1921gG-saporina reduce la
actividad de ChAT en la CI en un 86% no obstante los efectos conductuales esperados no

fueron evidentes.

El nivel de tincién en conteza de AChE (enzima de hidrélisis de Ach) en toda la
corteza cerebral, se afecta de forma similar al de ChAT, es decir, la inmunotoxina
disminuye mayor cantidad de esta enzima con respecto a la reduccion inducida por la
excitotoxina. Rectentemente reportamos que la misma dosis de 192 IgG-saporina inyectada
en las mismas coordenadas utilizadas en este experimento, reduce un 97% la liberacién de
ACh inducida por la aplicacion de un pulso de alto potasio (KCI, 56 mM) en corteza insular,
mientras que la lesion con NMDA  disminuye un marginal 26% de liberacion, recolectada por

microdialisis /7 vive y medida con HPLC*.

Todos estos datos indican que una rata puede aprender el condicionamiento aversivo a los
sabores, con niveles reducidos de AChE, sin el 86% de actividad de ChAT vy sin el 97% de
liberacién de ACh cortical. La concluston mas obvia de estos resultados es:  Contrano a lo

®: % 10 ¢l deterioro conductual inducido por medio de la

propuesto anteriormente®™
microinyeccion de NMDA no puede ser arribuido principalmente a la disminucion del sistema

colinérgico a nivel cortical.

Lo anterior se puede observar en la figura 4, ¢n donde, se muestra la cantidad de

aprendizaje de cada uno de los tres grupos utilizados en este experimento, con la cantidad de
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ACh producida por la enzima ChAT extraida de corteza insular de cada grupo de animales,
se puede ver que el grupo con lesion del NBM con 192 IgG saporina presenta la misma
aversion al sabor que el control intacto (barras sombreadas), a pesar de que es el grupo con

menor cantidad de actividad colinérgica en corteza insular (barras blancas).
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Figura 4.- En la ordenada izquierda s¢ muestra la media £ S.E.M. del porcentaje de consumo de
sacarind en la fase de prueba det condicionamiento aversivo a los sabores (barras sombreadas),  En la ordenada
derecha se grafica ta actividad enzimdtica de ChAT en pMol/min/mg de proteina, las barras blancas muestran la
cantidad de acetilcolina {ACh) producida por la enzima ChAT extraida de l1a corteza insular de los siguientes
BNIpos: Ciri/T= conuo! intacto, SapNBM= inmunoclesidn del NBM por medio de 192 IgG saporina,
NMDA/MNBM= lesién excitotdxica del NBM por medio de NMDA, **Diferencias estadisticamente
significativas (p<0.01) con respecto a valores del grupo Cirl/i y Sap/NBM (Barras sombreadas).

*Diferencias estadisticamente sipnificativas (p<0.05) con respecto 2 valores del grupo
CtriA] {barras blancas).

Si el efecto conductual inducido por la excitotoxina NMDA no se debe
principalmente a la disminucion de marcadores colinérgicos en corteza, entonces, ;por qué la
lesion con NMDA deteriora el aprendizaje del CAS?. Nuestros datos indican que la lesion

con NMDA fue la finica que lesiono a las dos proyecciones colinérgicas del NBM (NBM-
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corteza y NBM-ABL) y probablemente, porque disminuye la actividad colinérgica tanto en CI
como en la ABL (ver fig. 3) se afectd el aprendizaje del CAS. Por lo que, se disefid un
experimento para estudiar el papet de las proyecciones colinérgicas det NBM en la formacion

del aprendizaje del CAS.

Experimento 2

¢ Cual es el papel de las proyecciones colinérgicas del NBM
en el aprendizaje del CAS?

El NBM se encuentra conformado principalmente por dos grupos celulares
colinérgicos, el primero tiene la peculiaridad de contener el receptor de baja afinidad p75 de
NGF ( positivo p75-NGFr)*? que principalmente proyecta a todo el manto cottical
(proyeccion NBM-Corteza)®. El segundo grupo no presenta este receptor (negativo p75
NGFr)™ y proyecta principaimente a la amigdala basolateral (proyeccion NBM-ABL)”

(Ver esquema 3).

JLa destruccion de la proyeccion colinérgica NBM-corteza afecta el aprendizaje del CAS?

Los resultados del primer experimento demostraron que la proyeccion NBM-
corteza se ve deaferentada al iesionar el NBM con NMDA & con 192 IgG saporina, No
obstante que este Gltimo decrementa mas severamente la actividad y cantidad de
marcadores colinérgicos medidos en corteza insular, los animales con 192 IgG saporina
contindan aprendiendo, mientras que los animales con NMDA, que presentan mayor
actividad colinérgica residual, no aprenden el CAS. Con base en estos resultados, lo unico
que podemos afirmar sobre la participacion de la  proyeccion NBM-corieza en el

aprendizaje del CAS es que las ratas pueden seguir aprendiendo et CAS a pesar de no tener
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aproximadamente el 86% de actividad de la enzima ChAT y sin el 97 % de liberacion de
AChenClL

¢La destruccion de la proyeccion colinérgica NBM-ABL afecta el aprendizaje del
CAS?

Debido a que no contamos con algin farmaco que deaferente exclusivamente a la
proyeccion NBM-ABL, se pueden utilizar diversas formas para bloquear esta proyeccién,
una posibilidad es utilizando excitotoxinas que deaferentan ambas proyecciones pero
principalmente a la proyeccion NBM-ABL, como es el caso del acido quinolinico”.
Otra alternativa para bloquear esta proyeccion es lesionando a la amigdala mas

especificamente al nicleo de la ABL, porque es el nicleo de la amigdala que recibe la

mayor cantidad de ACh que proviene del NBM”".

El resultado del primer experimento de esta tesis, mostro que la lesion con NMDA
pero no con 192 [gG-saporina disminuye la actividad de ChAT en el complejo amigdalino,
asi como la cantidad de tincion de AChE  especificamente en la ABL. Algunos
investigadores han propuesto que la destruccion de las neuronas colinérgicas del NBM que
proyectan al niclec de la ABL puede ser responsable del deterioro conductual observado en
diversas tareas. P, ej., se ha encontrado que las excitotoxinas que deaferentan a ambas
proyecciones pero preferentemente a la via NBM-ABL (acido quinolinico y 4cido fidlico)
deterioran el aprendizaje del laberinto de doble “Y™, mientras que, las excitotoxinas que
deaferentan a ambas proyecciones pero principalmente a la actividad colinérgica de la
proyeccion NBM-Corteza no afectan tan fuertemente el aprendizaje de esta tarea (acido
quiscuilico y AMPA). Es decir las excitotoxinas que preferentemente disminuyen el nivel de
ACh en ABL afectan el aprendizaje de un laberinto en “Y™” o de otras tareas como

.y - . n - 42
prevencion pasiva y condicionamiento de preferencia al lugar™,
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Estos resultados implican que probablemente la disminucion de la actividad
colinérgica en la ABL por si sola, sea condicidn suficiente para deteriorar el aprendizaje del
CAS, sin embargo, en el caso de esta tarea se ha demostrado que 1z lesién de la ABL con

NMDA no afecta el aprendizaje del CAS™ 7%,

¢ La destruccion de las dos proyecciones colinérgicas del NBM simultaneamente afecia el

aprendizaje del CAS?

Debido a que ninguno de los tratamientos anteriores por separado afecia la
adquisicién del CAS, solo nos resta suponer la existencia de una regulacion sinérgica y
redundante del NBM y de sus proyecciones, en donde se necesita reducir en cierta parte la
actividad colinérgica de ambas proyecciones (NBM-corteza y NBM-ABL) para deteriorar el

aprendizaje del CAS.

En apoyo a lo anterior, recientemente reportamos, que la tesion del NBM con 192
igG-saporina (que deaferenta especificamente la proyeccion colinérgtica NBM-Corteza} mas
la lesidn con NMDA del niiclec de la ABL (se lesionan neuronas colinoceptivas y no-
colinoceptivas) deteriora el aprendizaje del CAS, mientras que ninguno de estos

tratamientos por separado genera efectos conductuales™.

;El bloqueo especifico de la actividad colinérgica en corteza y amigdala es condicion

suficiente para afeciar el aprendizaje del CAS?

El procedimiento de doble lesion, es muy especifico para destruir a las neuronas
positivas al receptor de baja afinidad p75 de NGF las cuales proyectan a la corteza, por

ende se consigue deaferentar Unicamente a [a proyeccion NBM-corteza, por otra parte, al




lesionar la ABL con NMDA se destruye casi por completo la actividad de las neuronas
colinoceptivas (principaimente GABAérgicas) y no colinoceptivas de la ABL {que no
presentan receptores a ACh)n i Adicionalmente, se ha demostrado que la ABL recibe
proyecciones dopaminérgicas de la substancia nigra, asi como las neuronas del rafe dorsal
proyectan terminales scrotoninérgicas a la ABL, el locus ceruleus le proyecta
noradrenalinaﬂ, también se ha demostrado la presencta de células piramidales no-
colinoceptivas, las cuales son principalmente glutamatérgicas™ Como se puede observar la
lesion de la ABL resulta bastante inespecifica pero a pesar de este problema, con el
procedimiento de doble lesion se encontrd que el nucleo de la ABL participa en el CAS
siempre y cuando se encuentre disminuida la ACh en la corteza, pero debido a la
inespecificidad de la lesion con NMDA y a la presencia de otros grupos no colinérgicos,
ain no sabemos si los animales dejaron de aprender €l CAS, por qué la lesion de ia ABL
{con NMDA) eliminé la recepcion de ACh proveniente de la proyeccion NBM-ABL o por
qué esta lesion afectd a otros grupos neuronales que no son colinoceptivos, como las
células piramidales de ABL. Para conocer si el bloqueo en la recepcion de ACh en
neuronas colinoceptivas es el medio por el cual la doble lesion afecta la adquisicion del
CAS, diseflamos un experimento muy sencillo, en donde, destruimos la actividad
colinérgica NBM-Corteza por medio de la lesion del NBM con 192 1gG-saporina vy
bloqueamos temporal y especificamente la recepcion colinérgica de las células
colinoceptivas por medio de la microinyeccion de escopolamina en ABL 20 minutos antes

de la adquisicion del CAS.
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Materiales y métodos: se utilizaron veintinueve ratas macho de la cepa Wistar
entre 250-300g., todos los animales fueron aimacenados y sometidos a las mismas

condiciones descritas en ¢l primer experimento.

Las ratas fueron aleatoriamente distribuidas en cuatro grupos, los grupes Sap/veh
(n=6) y Sap/sc {n=8) recibieron lesion bilateral con 192 IgG_-saporina, dentro del NBM con
las mismas coordenadas uiilizadas en el primer experimento. Dos semanas después de la
cirugia los grupos (Sap/veh, Sap/sc) vy un grupo adicional {sc/ABL n=7) se les implanto
canulas bilaterales dirigidas a la amigdala basolateral (ABL). La canula fue introducida 2mm
a partir de Bregma. Las coordenadas fueron: AP=-18 mm; lateral= 4.7 mm; DV=-83 mm;
apartir de Bregma. Las guias canulas fueron sostenidas al créneo por medio de dos tomillos
de acero incrustados al craneo y fijados con acrilico de dentista. Un grupo de 8 ratas
permanecid sin operar durante todo el expertimente como grupo controf (Ctr/T).  Cinco dias
después de la implantacion de las guias canulas, a todas las ratas se les retird el agua, 24hrs
después se midid el consumo de agua durante 15 min al dia. Cuando las ratas consiguieron
un nivel asintotico de consumo, se les realizo el ensayo de adquisicion y prueba del
condicionamiento aversivo a los sabores (descrito en el experimento 1). con la unica
excepcion de que 20 min antes del ensayo de adquisicion se les inyecto escopolamina a los
grupos Sap/sc y  S/ABL.  El grupo Sap/veh fue control sham, recibié inyeccidn isotonica

de buffer fosfato salino (PBS).

Inyeccion de escopolamina: A los animales canulados se les inyecto 20 min antes del
ensayo de adquisicion det CAS, 0.5 pl de escopolamina (8 pg/ 0.5 pl) o PBS en 60 seg. por

medio de una aguja de dentista de acero inoxidable 2 mm. mas larga que la guia canula, la
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aguja estuvo conectada a tuberia de teflén unida a una microjeringa de 10 pl montada en una

bomba de microinyeccion.

Para confirmar el nivel de lesién, 5 cerebros al azar de cada grupo, fueron
procesados para histoquimica de acetilcolinesterasa (AChE). (Descrita en el experimento

.

Tabla 2. Muestra el disefio experimental utilizado er el experimento 2.

Grupo Lesion NBM Canulas dirigidas Microinyeccién
192 IgG-saporina ala ABL en la ABL antes de
la adquisicion.
Cerl/1 (n=8) No No Nada
Sap/Veh (n=6) Si Si PBS
Sap/sc {n=8) Si Si Escopolamina
Sc/ABL {n=7) No Si Escopolamina

Resultadps experimento 2

Condicionamiento aversivo a los sabores: Se analizo el consumo de todos los grupos con
la prueba estadistica ANOVA simple. No se encontraron diferencias significativas entre
grupos en el consumo de agua durante la linea base (F 325= .644, p>0.05). La media del

consumo de agua fue 15.62+1.81, 14.72£2.85, 16.12£1.93 y 14.762.65 para los grupos
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CTRLA, Sap/veh, Sap/sc y Sc/ ABL, respectivamente. En el ensayo de adquisicion, no se
encontraron diferencias significativas en el consumo de sacarina entre grupos. (F 125= 465
p>0.05). Durante el ensayo de prueba se encontraron diferencias significativas entre
grupos, en el consumo de sacarina  (Fias= 54.77, p<0.001). La prueba post-hoc de
Fisher pareada, rﬁoslré que el grupo Sap/sc afecta el aprendizaje del CAS, indicado por
un incremento en el consumo de sacarina el dia de la prueba, con respecto al control
intacto (p<0.001), ninguno de los otros tratamientos afecta al CAS. Estos resultados
sugieren un efecto cooperativo entre la lesion colinérgica del NBM y blogueo de receptores

muscarinicos de la ABL
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Figura 6.- muestra 1a media del % de consumo de sacarina +SEM el dia de la prueba, de los grupos. Control
intacto (CulT), lesién del NBM con 192 IgG-saporina mas PBS en ABL (Sap/veh). lesion del NBM con 192
1gG-saporina més escopolamina en ABL (Sap/sc). el iltimo grupo solamente se le inyecté escopolamina en
ABL.(Sc/ABL).  Se puede observar que el inico grupo que no aprendid el CAS fue Sap/sc.

Microinyeccon de escopolamina:  Se han hecho estudios con ciertos colorantes

como €l rojo ink y se ha demostrado que 0.5 pl difunden a nicleos adyacentes de la
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amigdala, pero no mas alla de ella. Aunque no son comparables los coeficientes de
difusion, probablemente la cantidad de volumen de escopolamina que inyectamos (0.5 ul)
en ABL pueda también difundir 2 nicleos adyacentes de la amigdala, como el nucleo
central, pero debido a que se ha reportado que la lesion de este nucleo no afecta la
adquisicidn del CAS y puesto que no recibe proyecciones colinérgicas, podemos afirmar
con ciertas reservas que los efectos conductuales observados tras la  aplicacion de

escopolamina se deben principalmente al bloqueo de receptores muscarinicos de ABL.

Confirmacién de la lesion: El nivel de tincion de AChE en corteza confirma la extension
de la denervacion colinérgica inducida por la lesion del NBM con 192 [gG-saporina (ver
figura 7) en los grupos Sap/veh (B) y Sap/sc (C). Mientras que la corteza insular de las
animales que recibieron escopolamina en la amigdala basolateral, S¢/ABL (D), y el grupo

control intacto, Ctrl/I (A), presentan una fuerte tincion de acetilcolinesterasa cortical.

Ninguno de los tratamientos disminuyd el nivel de tincién de acetilcolinesterasa en

la ABL con respecto al control intacto (figura 7 E.F,G,H).

Conclusidn del experimento 2

El resultado principal fue que la lesion con 192 1gG saporina mas ¢l bloqueo de los
receplores muscarinicos por medio de la microinyeccion de escopolamina en la ABL, afecta
la capacidad de un organismo para asociar el consume de un sabor con $uS consecuencias
gastricas, mientras que ninguno de estos tratamientos por separado deterior6 la adquisicion

dei CAS.
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Figura 7.- Muestra tejidos con tincidn de acetilcolinesierasa, en corleza y amigdala. En “A y E” se muestra la Cl y
ABL del grupo controt intacto (Cul/l). En “B y F” grupo lesién del NBM con 192 IgG-saporina mias PBS en ABL
(Sapiveh). En“Cy G” grupo lesidn del NBM con 192 1gG-saporina mis escopolamina en ABL (Sap/sc). Por dltimo,
en “Dy H" grupo con inicamente escopolamina en ABL (Sc/ABL).

Se puede observar que Ila coricza de los animales lesionados (B y ) presenta menor tincidén de
acetitcolinesterasa que los grupos no lesionados (A y D). Por otma parte, ninguno de los tratamientos afecta el nivel de
tincién en ABL ni en NLOT, las cuales son proyecciones colinérgicas del NBM que provienen de células insensibles
la lesibn con 192 1gG-saporina (P75 NGFr negativas)

Cl=Cortcza Insular, ABL= Amigdala Basolateral, NLOT= Nicleo Lateral del Tracto Olfatorio,




Como ya se¢ menciono anteriormente se ha propuesto que las lesiones del NBM con
excitotoxinas que detertoran principalmente la proyeccion NBM-ABL afectan la adquisicion

del laberinto “y™ % '% %

, pero lo que nosotros encontramos en el CAS es que ambas
proyecciones NBM-Corteza y NBM-ABL son redundantes, es decir, el NBM puede por
cualquiera de las dos proyecciones mantener el aprendizaje del CAS vy éste resulta afectado

cuando ambas vias se ven seriamente deaferentadas.

Como se mencioné al principio del experimente, el procedimiento de doble lesién
(192 IgG saporina en el NBM, mas NMDA en ABL) no nos informa. Si el blogueo de la
recepcion de ACh en las neuronas colinoceptivas de ABL, es condicion suficiente para
deteriorar la capacidad de los animales para adquirir el CAS. Este problema en principio fue
resuelto al utilizar escopolamina para bloquear la recepeion colinérgica en la amigdala
basolateral, ya que este antagonisia colinérgico solamente bloquea temporaimente a todos los
tipos de receptores muscarinicos, con lo cual, se consigue selectivamente bloguear fa
recepcidn colinérgica en las neuronas colinoceptivas de la ABL sin destruir o afectar (no de
forma directa) a las neuronas no colinoceptivas ya que €stas no contienen receptores

MUSCarincos,

Por lo tanto se puede concluir que la recepcion de ACh en neuronas colinoceptivas
de la ABL s necesaria para aprender el CAS siempre y cuando la proyeccidn colinérgica

NBM-Corteza se encuentre afectada.

Esto no descarta la posibilidad de que otros grupos neuronales no colinoceptivos u
otros neurotransmisores que se encueniren en la ABL puedan también paricipar en el
mantemmiento del CAS, pero esta posibilidad requiere una investigacion mas detallada que

aun falta por explorarse. Lo que si podemos concluir es que la disminucién exclusivamente
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de la actividad colinérgica en Corteza y en la ABL de forma simultinea, es condicién

suftciente para afectar la adquisicidn de esta tarea.

Conclusion General.

En el NBM se localizan dos pobiaciones de células colinérgicas unas proveen de
ACh a todo el manto cortical formando la proyeccion colinérgica NBM-corteza y las

segundas se dirigen a la amigdala basolateral formando la via colinérgica NBM-ABL..

En el primer experimento encontramos que la lesion del NBM con NMDA pero no
con 192 1gG-saporina afecta la formacién de la memoria del CAS, a pesar de que este Ultimo,
deaferenta mas severamente el nivel colinérgico del manto cortical.  Esto nos llevo a
concluir, que contrario a lo propuesto anteriormente, el deterioro conductual no puede ser
atribuido principalmente 2 la disminucion de la actividad colinérgica en corteza (proyeccion

NBM-corteza) pero entonces, ; a qué puede ser atribuido?.

Debido a que la lesién del NBM con NMDA fue la unica que deaferentd a ambas
proyecciones, pero principalmente a la proyeccion NBM-ABL, esto nos hizo pensar que
probablemente ia disminucion de la actividad colinérgica en el nicleo ABL sea por si sola
suficiente para deteriorar el aprendizaje del CAS, no obstante, contrario a lo anterior se ha

reportado que la lesion de ABL. con NMDA no deteriora el aprendizaje de esta tarea’" ¥,

Con base en que la tnica condicion en que se afectd ¢l aprendizaje del CAS fue
cuando las dos proyccciones colinérgicas del NBM estaban lesionadas (ver figura 3 CF),
esto solamente nos dejé una posibilidad, es decir, el NBM y sus dos proyecciones
colinérgicas pueden de manera redundante modular el aprendizaje del CAS. Enapoyo a lo

anterior, en nuestro laboratorio utilizando un procedimiento de doble lesidn, se encontrd que
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la lesion con 192 IgG-saporina en ¢! NBM (que deaferenta especificamente la proyeccion
colinérgica del NBM-Corteza) mas la lesién con NMDA en la ABL (que destruye a neuronas
que reciben ACh de la proyeccion NBM-ABL) deteriora el aprendizaje del CAS, mientras
que ninguno de estos tratamientos por separado genera algin efecto conductual.  Por o cual,
se confirma un efecto cooperativo al bloquear la actividad de ambas proyecciones. Sin
embargo la lesién con NMDA que bloquea la actividad colinérgica en la ABL, también
lesiona a células no-colinoceptivas (que no tienen receptores colinérgicos) que podrian

también ser responsables del deterioro conductual observado al utilizar este protocolo.

En el segundo experimento de esta tesis utilizamos un protocolo experimental muy
similar al anterior, en donde, lesionamos la proyeccion colinérgica NBM-corteza por medio
de la lesion con 192 IgG saporina y en el mismo animal bloqueamos especificamente la
recepcion colinérgica en la ABL per medio de microinyecciones de escopolamina 20 min.
antes de la fase de adquisicion del CAS. El resultado fue similar al encontrado con el
protocolo de doble lesién, se detertora el aprendizaje del CAS, mientras que ninguno de
estos tratamientos por separado genera efectos conductuales. Con este procedimiento
inferimos de forma mas precisa que el simple hecho de disminuir simultinea y
especificamente la actividad colinérgica en ambas vias es condicion suficiente para que el
CAS sepierda.  Por otra parte, este resultado no descarta una posible participacion de otros
grupos neuronales no-colinoceptivos en la ABL (por ejemplo neuronas ghuamatérgicas), que
por el simple hecho de lesionarlas exclusivamente pueda también producii un efecto
conductual similar al inducido por la disminucién del sistema colinérgico, pero esto aun no

[o sabemos.
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Modelo de regulacion colinérgica del NBM,

De los resultados encontrados en esta tesis y en reportes previos', podemos inferir
un medelo en principio redundante en la modulacién colinérgica del NBM vy la relevancia
de ésta en la formacion de la memoria del CAS. P. ¢j., si dividimos en dos la poblacion de
neuronas colinérgicas (p75-NGFr positivas y P75-NGFr negativas), las primeras proveen
de ACh a todo el mante cortical, formando la proyeccion NBM-corteza. Las segundas
proveen de ACh principalmente a la amigdala basolateral formando la proyeccidn NBM-

ABL.

Basandonos en lo anterior proponemos que cuando se afecta a la primera poblacion
por medio de microinyecciones de 192 1gG-saporina en el NBM, el antmal puede continuar
aprendiendo debido a que se encuentra disponible la actividad colinérgica de la segunda
peblacidn de neuronas (que proyecta a la ABL), de igual forma sucede cuando se lesiona
con NMDA o se le inyecta una dosis baja de escopolamina en la ABL, el animal continiia
aprendiendo debido a que atin tiene disponible la actividad colinérgica en la corteza.  Por
otra parte, cuando se disminuyen fos niveles de ACh de forma simultinea en corteza y en
ABL. los animales no aprenden el CAS, como es el caso con la lesidn inducida por la
microinyeccion de NMDA en el NBM, el cual, lesiona en cierto grado a las dos
poblaciones de neuronas colinérgicas del NBM, esto genera una disminucién en la
actividad colinérgica en ambas estructuras {CI y ABL). En este mismo sentido, cuando
lesionamos con 192 1gG-saporina el NBM e inyectamos escopolamina en la ABL se afecta
el aprendizaje del CAS, es decir, lo que se consigue con este tratamiento es disminuir la
actividad colinérgica en corteza, por medio de la destruccion de neuronas p75-NGF
positivas  y evitamos que Ja ACh active los receptores muscarinicos de las neuronas

colinoceptivas en la ABL (ver figura 8 ).
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Figura B.- representacién esquemdltica del modelo propuesto para la regulacion del sprendizaje del CAS ejercida por las proyecciones
colinérgicas del Niicteo Basal Magnocelular (NBM),  de acuerdo con este modelo a regulacién puede ser ejercida de manera redundante
ngdali ABL; amigdala basol 1, CI; Corteza insular En base

por zmbas proyecciones colinérgicas basalo-cortical y bastl
a este modelo 3¢ pucde obsenvar en la colu.mm izquierds que dnpués de la lesién del NBM con 192 1gG saporima. lesion de ABL. asi
como después de La aplicacion de [ ista colinérgico) log animales pueden aprender ek CAS. Mientras que en la

(
columna derecha se observa que los animales nunca aprenden ¢f CAS debido a la destruccién o at bloqueo de ambas provecciones
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¢Por qué la lesion del NBM con NMDA afecta el aprendizaje del CAS?.

Podemos mencionar al menos dos motivos por los cuales la microinyeccian de NMDA
deteriora el aprendizaje del CAS.

1. Una posibilidéd es que ia lesion con NMDA deteriore el aprendizaje del CAS por
medio de la destruccion de grupos celulares no colinérgicos.

En ¢l NBM existen células GABAérgicas intercaladas con células colingrgicas, asi
también se conoce la presencia de proyecciones glutamatérgicas™’. Debido a la presencia
de neuronas no colinérgicas y aunade a que estas neuronas también son sensibles a la lesion
con NMDA, no podemos adjudicar por completo, el efecte conductual encontrado en el
CAS, a la destruccién de las neuronas colingérgicas del NBM que proyectan a la corteza,
Los resultados del primer experimento de esta tesis demuestran que el deterioro conductual
en el CAS inducido por la lesion del NBM con NMDA, no puede ser atribuido a la
disminucion del sistema colinérgico en la corteza cerebral, por lo que, probablemente la
destruccion de células GABAérgicas puedan contribuir en la pérdida de dicho aprendizaje,
pero, desafortunadamente aitn no sabemos cual pueda ser el papel de las neuronas

GABAérgicas en el aprendizaje del CAS.

2. La lesion con NMDA afecta el aprendizaje del CAS, porque lesiona a los dos grupos de
neurcnas colinérgicas del NBM vy por ende, porque disminuye {a actividad colinérgica

tanto en corteza como en la ABL..

En el primer experimento se encontrd que la leston con NMDA o con 192 IgG
saporina disminuyen la actividad de ChAT y de AChE en la corteza insular (55%, 86%
respectivamente), mientras que la lesion con NMDA fue la tnica que disminuyo la
actividad de ChAT en el complejo amigdalino {ver figura 2 B) y de AChE en la ABL (ver

figura 3 F), y también fue ia tinica que afecto el aprendizaje del CAS.

16



Debido a que en la Unica condicion en que se afectd el aprendizaje del CAS fue
cuando estaba comprometida la integridad anaidmica y funcional de ambas proyecciones
colinérgicas (NBM-corteza y NBM-ABL, es factible, proponer que el NMDA puede
afectar el aprendizaje del CAS con tan solo destruir inica y exclusivamente, cierta cantidad
de la actividad colinérgica en la proyeccion NBM-corteza y otro tanto en la proyeccion

NBM-ABL.

iPor qué la lesién del NBM con 192 IgG saporina no afecta el aprendizaje del CAS?
Podemos inferir al menos tres motivos:

1. Porque no lesiona a células no colinérgicas’™.  Debido a su especificidad para lesionar
neuronas colinérgicas del NBM, esta lesion deja intacta la actividad de practicamente
todas las neuronas no colinérgicas que se encuentran entremezcladas con las

colinérgicas.

2. Porque solamente deaferenta la proyeccion colinérgica NBM-corteza™. Con base en las
caracteristicas  del anticuerpo monoclonal que solamente reconoce a neuronas
colinérgicas que presentan el receptor de baja afinidad p75, las cuales, proyectan
(nicamente a la corteza, esta inmunolesidn, deja casi intacta la actividad colinérgica de
ChAT en el complejo amigdalino (ver figura 2B) y de AChE en la ABL (figura 3 E).
En este sentido, en el segundo experimento se enconird que st a un animal con
inmunolesioén (sin la proyeccion NBM-corteza), se le aplica escopolamina en la ABL,

éste no puede aprender el CAS.
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3. Porque no destruye por completo la actividad colinérgica en corteza®.

No obstante, a la disminucion tan severa en la actividad y cantidad de marcadores

colinérgicos en corteza que se ha reportado® %

., no podemos aftrmar con toda certeza que
la ACh cortical no participe en procesos de aprendizaje y memoria, ya que probablemenie
la actividad colinérgica residual sea suficiente para mantener el aprendizaje.  En apoyo a
esta posibilidad la aplicacion de farmacos que son antagonistas de los receptores
muscarinicos, como escopolamina, atropina y AFDX en corteza insular afecta el
aprendizaje del CAS™. En principio estos resultados contradicen lo que se encontrd en
esta tesis con la inmunolesién del NBM con 192 IgG saporina, ya que ambos tratamientos
reducen la cantidad de ACh que reciben las neuronas colinoceptivas (que presentan
receptores para ACh) en la CI, Sin embargo, la escopolamina pero ne la inmunolesién
afecta el aprendizaje del CAS.  Una alternativa que puede explicar esta contradiccidn es
que la escopolamina blogqueé mas eficientemente a la ACh que proviene de las neuronas
colinérgicas del NBM, con respecto a la disminucién en la ACh inducida por la
inmunolesion. Sin embargo, en contra de esta posibilidad, se encuentra una creciente
evidencia que sopora la fuerte disminucién que induce la lesidn del NBM con 192 IgG

69 72. 74 .
#6757 En este trabajo

saporina unica y especificamente al sistema colinérgico cortical
encontramos una clara disminucion en el nivel de tincidn para AChE, asi como, una
reduccion del 86 % en la actividad enzimatica de ChAT de la Ci, adicionalmente

recientemente reportamos™ que también se disminuye la liberacién de ACh en CT en un 97

% con respecto al grupo controi,
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¢ Participa el NBM en procesos de aprendizaje y memoria?

En base a los resultados encontrados en los dos experimentos de esta tesis, podemos
responder que ¢l sistema colinérgico del NBM si participa al menos en el aprendizaje del
CAS.  En resumen podemos afirmar que al lesionar parcialmente a ambas proyecciones
colinérgicas del NBM, las ratas no aprenderin el condicionamiento aversivo a los sabores.
Pero, jcomo podria participar el NBM en los procesos de aprendizaje y memoria?.

Estudios electrofisiologicos han revelado que las células del nbM son altamente
responsivas a los eventos que preceden a la entrega del reforzador. P. ], trabajos con
macacos (M.mulata y M Fascicularis), encontraron que cierta poblacion de neuronas del
NBM tiene la habilidad de responder a estimulos visuzles que predicen la ocurrencia del
reforzador, utilizando una tarea de discriminacién visual en donde un lengietazo a un
bebedero negro daba acceso a solucidn salina hipertdnica (castige), mientras que un
lengiietazo en un bebedero blanco permitia la entrega de jugo de fruta (reforzador).

Los registros unitarios de actividad eléctrica demostraron gue ciertas neuronas del
NBM incrementaban su respuesta eléctrica cuando se presentaba el bebedero blanco y la
disminuia con el bebedero negro. En la segunda fase de esta tarea las condiciones de
reforzamiento eran revertidas,  es decir, el bebederc negro era seguido por jugo de fruta y
el blanco por solucién salina hipertonica, En esta nueva condicién las mismas neuronas
registradas antericrmente ajustaban su respuesta eléctrica para responder ante €l bebedero
negro y no asi al blanco™.

Por otra parte, trabajos realizados en ratas utilizando métodos de microdialisis y
cromatografia para medir la liberacion de ACh cortical (medida indirecta de la actividad
del NBM), en animales en libre movimiento, han encontrado que estimulos novedosos o
muy salientes, inducen liberacion cortical de ACh, p. ej., se ha reportado que la
estimulacion con un tono o una luz por primera vez induce liberacion cortical de ACh, que
desaparece cuando se wuelve a estimular por segunda ocasion (habituacion).
Adicionalmente, enconiraron que esos estimulos novedosos podian seguir induciendo

. . il ; + 2
liberacion si eran apareados con un choque eléctrico”.



Recientemente se reportd que el consumo de un sabor novedoso (sacarina o quinina)
induce [a liberacion de ACh en corteza insular, la cual, disminuye cuando la rata consume
el sabor por segunda ocasion (estimulo familiar).  Es conveniente resaltar que en el
aprendizaje del CAS, la novedad de] sabor es uno de los requisitos indispensables para que
las ratas muestren una clara aversion al sabor. Si el animal ha tenido algin encuentro previo
con el sabor, en-ausencia de malestar, esto retarda el aprendizaje del CAS (inhibicién
latente).

De estos datos se puede extraer la siguiente hipdtesis:  Si la activacion det NBM,
medida por el incremento extracelular de ACh en CI sefiala la novedad de los sabores vy esta
novedad es necesaria para aprender el CAS, entonces, la disminucion de ACh en CI deberia
afectar el aprendizaje de esta tarea. Sin embargo, la inmunolesion del NBM con 192 igG
Saporina reduce casi por completo (97%) la liberacién de ACh en CI*®®, pero, no afecta el
aprendizaje del CAS.  Si partimos del hecho de que la ACh es la molécula que
desencadena los eventos celulares responsables de codificar la novedad de los estimulos,
podemos decir gue en un cerebro con inmunolesidon del NBM, no necesita el incremento
extracelular de ACh en CI para "codificar la novedad del sabor" y por ende para aprender el
CAS, esto presupone, la existencia de otros posibles eventos meleculares no dependientes
de ACh en CI que participen en la sefializacion de la novedad de los sabores. Esto abre una
serie de preguntas como p. ej., que eventos estdn involucrados, por lo que es necesario
generar estudios en donde se muestre que sucede con otros neurctransmisores como con

GABA o glutamato en CI cuando los animales consumen un sabor por primera vez,

Comentario final

Hasta el momento existe una clara evidencia que relaciona la actividad de las
neuronas del NBM con el aprendizaje del CAS, p. ¢j., si se inactivan a todas las neuronas
del NBM con TTX™® o se les lesiona con excitotoxinas, los animales no aprenden el CAS.
En un principio, se habia propuesto que las neuronas colinérgicas del NBM que proyectan a
la corteza eran mayormente responsables de los procesos de aprendizaje y memoria,
ciertamente los resultados de esta tesis, demuestran que en ausencia de las neurcnas

colinérgicas del NBM, que proyectan a la corteza, las ratas pueden seguir aprendiendo una
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tarea que es de gran relevancia para su sobrevivencia, como lo es el CAS. Adicionalmente
en el segundo experimento se demuestra la participacion de un segundo grupo colinérgico
del NBM, que proyecta a la ABL, ya que cuando se lesiona la proyeccion colinérgica
NBM-corteza y al mismo tiempo se bloquea la recepcion colinérgica en la ABL
proveniente de la proyeccion NBM-ABL, las ratas no aprenden el CAS. Adicionalmente,
queda abierta la posibilidad de que las neuronas restantes del NBM que no son colinérgicas
participen en la formacidn de la memoria del CAS, a las cuales no se les ha prestado
mucha atencién por lo que seria interesante realizar nuevos experimentos en donde se
demuestre su participacion en el CAS. Ciertamente, la creacién de 192 IgG saporina no
solamente nos brinda una herramienta para estudiar al sistema colinérgico de proyeccidn
cortical, sino también al destruirlo nos deja un campo abierto para poder estudiar, en
ausencia de ACh, la participacion de otros tipos de neurotransmisores, como al sistema
GABAérgico del NBM, el cual también presenta proyecciones corticales, o al sistema
glutamatérgico. Al mismo tiempo nos permite conocer cual puede ser la interaccion de
estos tres neurotransmisores en procesos tan complejos como lo son el aprendizaje vy la

memoria.
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