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RESUMEN

La administracién sistémica e intraestriatal de aniicolinérgicos producen amnesia. La
administracién sistémica e intracerebral de agonistas GABA como el muscimol y el baclofen,
producen amnesia, mientras que los antagonistas picrotoxina y bicuculina inducen mejoria en la
memoria y aprendizaje en diversas tareas, aunque existen reportes de efectos opuestos. Se ha
reportado que el efecto amnésico inducido por escopolamina es revertido por agonistas y
antagonistas GABAA y aunque el mecanismo antiamnésico no es claro, se ha propuesto que
existe una interaccion entre GABA y acetilcolina (ACh). En el estriado donde hay una gran
concentracion de ACh y de GABA se ha evalvado in vifro la interaccion entre estos
neurotransmisores y se ha sugerido que las neuronas GABAérgicas son capaces de regular la
actividad de ACh estriatal por mecanismos intraestriatales o extraestriatales. Por lo que el
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del agonista GABAR baclofen (BAC) y los
antagonistas GABARB faclofen (FAC) y 2-hidroxisaclofen (2-OHS) sobre la amnesia inducida por
escopolamina (ESC) en el estriado dorsal. Se utilizaron ratas Wistar macho entre 250-300 g de
peso, implantadas estereotixicamente con cénulas bilaterales en el cuerpo estriado con las
coordenadas: A-P=0 respecto a bregma, L=3 respecto a la sutura sagital, H=-4.5 con relacién a la
duramadre (Ko6nig and Klippel, 1963). A los cinco dias del post-operatorio, los sujetos (Ss) se
entrenaron en evitacion inhibitoria (1.0 mA), 5 min después del entrenamiento los grupos
recibieron uno de los siguientés tratamientos: ESC (30.0 pg), BAC (1.5ug), FAC (1.0 pg), 2-
OHS (1, 2, 4 y 8 ug); la combinacién de las mismas dosis de ESC y BAC, o de ESC y FAC, y
las dosis de 2 y 8 pg de 2-OHS con la de ESC. Con las dosis utilizada de BAC, FAC y la dosis
de 2-OHS (8pg) se evalub el efecto agonista-antagonista en la misma tarea, manteniendo
constante el volumen de 1 ul/min. A las 24 horas se evalud la retencion. Se corroboré otra vez el
efecto amnésico de la ESC y el BAC produjo amnesia. El FAC produjo mejorfa de la ejecucion;
La coadministracién del BAC mas ESC produjo amnesia, mientras que el FAC y el 2-OHS (8
pg) revirtieron el efecto amnésico de la ESC. El FAC y el 2-OHS (8 pg) no revirtieron la
amnesia inducida por BAC. Los resuitados sugieren que €| GABA modula la actividad
colinérgica estriatal a través de los receptores GABAB durante el proceso de consolidacion de la

memoria.



INTRODUCCION

Desde los afios 60's se ha propuesto que en la modulacion de la memoria participan
diferentes neurotransmisores y neuromoduladores (Squire, 1987). Con base en estudios
farmacol6gicos realizados en animales y humanos se ha propuesto que la acetilcolina juega un
papel critico en la modulaéién de la memoria. Durante muchos afios prevalecié la idea de que un
solo neurotransmisor, liberado por una via especifica del cerebro es el responsable de una
funcién y una patologia. Con el descubrimiento de la coexistencia y co-liberacion de varios
neurotransmisores por una misma terminal presinaptica, los conceptos han cambiado de modo
importante, hoy se sabe qu;e una funcién o serie de funciones codificadas en circuitos especificos
del cerebro estin mediadas por la interaccién sindptica de varios sistemas peurotransmisores
(Shepherd & Koch, 1998). La interaccién de neurotransmisores es el foco actual de una intensa
labor de investigacion. En particular la interaccién entre glutamato, dopamina, acetilcolina y
4cido gama-amino-butirico (GABA) en zonas del cerebro como el cuerpo estriado han recibido
especial atencién por sus implicaciones en los sustratos neuroquimicos alterados de ciertas
enfermedades como la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, la esquizofrenia y
también en el proceso normal del envejecimiento. Igualmente la interaccién de estos
neurotransmisores ha sido relevante para entender e identificar los circuitos cerebrales que
participan en la formacién de la memoria y como pueden ser bloqueados o activados por drogas.

La participacién del cuerpo estriado como un sustrato anatémico de la memoria, ha sido
estudiada por investigadores como Divac, White y Prado-Alcald desde los 60's hasta la fecha
(Divac, Enger & Swarcbert, 1967; Prado-Alcala, Grinberg, Arditti, Garcia, Prieto & Brust-
Carmona, 1975; White, 1997). La constitucién neuroquimica del estriado en el que se han
localizado diversos neurotransmisores, ha permitido evaluar la interaccion entre sistemas de
neurotransmisores.

Existen numerosos reportes que relacionan la administracion de los agonistas colinérgicos
con la mejoria en el aprendizaje y la memoria de diversas tareas y de las drogas anticolinérgicas
con el deterioro en la ejecucién de una gran variedad de tareas. El GABA ha sido propuesto
como un modulador de la memoria recientemente y existen estudios donde se ha reportado que
los antagonistas GABAérgicos (Brioni & McGaugh 1988; Enna & Bowery, 1997) producen
facilitacion en la consolidacién de la memoria, mientras que los agonistas GABA la deterioran

(Castellano & McGaugh 1989). No obstante existen algunos estudios con resultados
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contradictorios (Nabeshima, Noda, Itoh & Kameyama, 1988).

Debido a que el estriado esta constituido por un 95% de células espinosas medianas que
liberan GABA y ademds contiene un alto contenido de acetilcolina de las interneuronas
colinérgicas (Bolam, Hanley, Booth & Bevan, 2000; Pfister, 1994), se ha pensado que estos dos
sistemas pudiefan interactuar y modular la consolidacién de la memoria (Dudchenko & Sarter,
1991). La propuesta sobre la interaccion de drogas colinérgicas y GABAérgicas en la memoria
se ha visto reforzada por datos donde se muestra la efectividad de los antagonistas GABAA, para
revertir la amnesia inducida por escopolamina; mientras que la administracién del agonista
GABAA, muscimol induce amnesia y potencia la amnesia inducida por escopolamina (Cruz-
Morales, 1992). Se ha propuésto que en el neoestriado las neuronas GABA ejerccn una
influencia inhibitoria en las inteneuronas colinérgicas (DiFiglia, 1987; Bolam & Izzo, 1987). Se
ha sugerido que la liberacion de acetilcolina del estriado es directamente modulada por la
estimulacion de receptores GABAA localizados en neuronas colinérgicas e indirectamente por la
estimulacién de receptores localizados en otras neuronas que hacen sinapsis con neuronas
colinérgicas. Con la técnica de microdidlisis se¢ demostré que los agonistas GABAérgicos
muscimol y baclofen administrados en el estriado redujeron los niveles de acetilcolina y que
estos efectos fueron revertidos por la administracién de los antagonistas bicuculina y 2-
hidroxisaclofen, aunque el efecto fue menos pronunciado para los compuestos con afinidad a los
receptores GABAB (Anderson, Kuo, Chase & Engber, 1993).

Con el fin de obtener mas informacion sobre la interaccion del sistema GABAérgico y
colinérgico en el estriado en la consolidacién de la memoria, se evalud el efecto de agonistas y
antagonistas GABAB en el estriado sobre la amnesia inducida por escopolamina en una tarea de

evitacion inhibitoria.



‘ 1. APRENDIZAJE

Aunque existen diversas teorias acerca del apréndizaje, hasta la fecha ha resultado dificil
dar una definicién satisfactoria y precisa de aprendizaje.

L1 Definicién. Una definicién de éprendizaje que incluye diversos aspectos de interés
para nuestro analisis es la qﬁe considera el aprendizaje como un cambio relativamenie
permanente en la conducta individual o en el potencial de conducta de un sujeto, que ocurre
como resultado de la experiencia, para adaptarse a algin cambio del medio ambiente, en esta
definicion se eliminan la fatiga y los factores motivacionales como posibles causas del cambio,
también se excluyen como causas los factores madurativos (Bower & Hilgard, 1996). El
aprendizaje se identiﬁcé como un cambio en la conducta aunque a veces no es visible, dando
como resultado un aumento o un descenso en la respuesta. Los cambios conductuales debidos al
aprendizaje tienden a ser especificos a la respuesta practicada y sus resultados son duraderos.

1.2 Tipos de aprendizaje. El aprendizaje incluye diversos tipos, de los cuales se
revisaran dos categorias bésicas que son el aprendizaje asociativo y el no asociativo.

1.2.1. El aprendizaje no asociativo. Resulta de la exposicion repetida de un animal con
un solo tipo de estimulo, y es considerado también como aprendizaje simble, la habituacién, la
sensibilizacién y la impronta son ejemplos de este tipo de aprendizaje.

Habituacién. Es un tipo de aprendizaje que consiste en la reduccion gradual de una
respuesta a un estimulo incondicionado y es producto de una estimulacién repetida y especifica.
En la habituacion, el sujeto “aprende” las propiedades de un estimulo novedoso inofensivo,
cuando éste es repetido y “aprende” a suprimir la respuesta hasta un nivel casi imperceptible
cuando el estimulo se repite en encuentros sucesivos. Cualquier cambio en el estimulo especifico
va a dar como resultado que la respuesta se reinstale. La habituacién es la forma mas elemental
de aprendizaje implicito. En'la aplysia califérnica la habituacion en el reflejo de retirada de la
branquia del animal provoca cambios a nivel sinaptico, ya que cuando el estimulo se presenta
repetidamente, los potenciales sinapticos producidos por las neuronas sensoriales en las
interneuronas y en las motoneuronas se vuelven progresivamente menores. La disminucion de
la transmision sin4ptica en la aplysia califérnica ha sido interpretada como una consecuencia de
la disminucién de transmisor quimico liberado en la terminal presinaptica (Cohen, Kaplan,
Kandel & Hawkins, 1997), o como resultado de adaptacién, de internalizacion de receptores o

cadenas de sefializacion intracelular (Smith, 2002).



Sensibilizacién. La sensibilizacion es un tipo de aprendizaje no asociativo més complejo
que la habituacién y se encuentra ampliamente distribuido en el reino animal. En la
sensibilizacién se genera un incremento en la respuesta ante una amplia variedad de estimulos
ambientales, y esta respuesta aumenta conforme hay presentaciones repetidas del estimulo. La

sensibilizacion se ha analizado en el sistema nervioso de invertebrados como la aplysia.

Los experimentos realizados por Antonov, Kandel & Hawkins (1999), demostraron que la
estimulacién del sifén (6rgano que utiliza para la expulsion del agua de mar), con un choque
eléctrico durante 1 seg, a 25 mA con intervalos de 2 seg ocasiona que el animal contraiga las
branquias. La estimulacién provocd un incremento_en la retirada del siféon en el ensayo 2
comparado con el ensayo 1. El analisis de estas conductas en la aplysia y otras similares en los
vertebrados, han evidenciado que la sensibilizacion, tiene una forma a corto plazo, que dura
minutos y otra a largo plazo que dura dias y semanas. En la aplysia, una sola sesion de
entrenamiento produce una sensibilizacién a corto plazo de sélo unos minutos, mientras que
cuatro sesiones de entrenamiento producen una sensibilizacién a largo plazo durante un dia y
repeticiones adicionales consiguen una sensibilizacién que permanece durante una semana o mas
(Kandel, Schwartz & Jessell, 1997).

Impronta. La impronta es una forma de aprendizaje que esta vinculada con la
“preparacion biologica” de un sujeto a cierta edad sobre una conducta especifica de la especie.
La impronta se desarrolla en periodos criticos del desarrollo, cuando el animal joven sélo
depende del cuidador primario. Este aprendizaje se ha observado en las aves y fueron los
etblogos Hess y Lorenz (ver Bower & Hilgard, 1996) quienes observaron que los pequefios
gansos y patos, al nacer y seguir a su madre inmediatamente quedaban influidos por ella, y que
en el futuro seguirian cualquier animal con aspecto similar a ella; es decir a lo que consideraban

sus congéneres.

Los seres vivos cuentan con una predisposicién innata a comportarse de determinada
manera, desarrollan una pauta de accion fija y estas conductas se desencadenan generalmente por
un estimulo especifico que puede llamarsele estimulo signo y dado a que la emision de pautas de
accién fijas son reforzantes se cree que los animales buscan el estimulo signo apropiado y
desarrollan aquellas conductas que llevan a tener acceso a la oportunidad de emitir esa pauta de

accion fija que por lo general conduce al sujeto a su supervivencia. El objeto sobre el que se
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realiza la impronta tiene que cumplir ciertas condiciones, como son Ja dependencia de un
periodo critico; que no difiera excesivamente en el tamafio, por ejemplo que sea muy grande o
muy pequeiio y que desarrolle una forma de dependencia o de interdependencia a través de un
estimulo apetitivo que puede ser alimento o cuidado (Bower & Hilgard, 1996).

1.2.2. El aprendizaje asociativo. Este tipo de aprendizajé involucra la formacion de
asociaciones de estimulos, y los sujetos aprenden la relacion entre diferentes eventos y su medio
ambiente. El condicionamiento es una forma de aprendizaje que se estudia en situaciones de
laboratorio cuidadosamente controladas y posibilita la evaluacién de los principios basicos del
aprendizaje. Los dos modelos basicos de aprendizaje asociativo son el condicionamiento clasico
y el condicionamiento instrumental.

Condicionamiento cldsico. Este tipo de condicionamiento también se denomina
respondiente, porque en él se produce una asociacién entre un estimulo neutro (EN) y un
estimulo incondicionado que provoca una respuesta o conducta refleja. Es una de las formas de
aprendizaje més estudiadas, después de los primeros estudios de Pavlov (1927). Ya que la
respuesta condicionada es muy similar a la respuesta refleja producida por el estimulo
incondicionado, al proceso de condicionamiento clasico también se le conoce como reflejo
condiciona-do. Las conductas reflejas que se consideran para evaluar el condicionamiento clasico
son incondicionadas, controladas por estimulos evocadores que las preceden inmediatamente.
Aparecen las mismas respuestas incondicionadas en todos los individuos de la misma especie.

En este tipo de condicionamiento participan: 1) el estimulo incondicionado (EI) que es un
estimulo que provoca una respuesta de forma incondicional. Por ejemplo una luz (EI) provoca
una respuesta refleja de contraccién de la pupila, 2) la respuesta incondicionada (RI) es la
respuesta provocada por el El, en el ejemplo anterior seria el reflejo de la contraccion de la
pupila; 3) el estimulo neutro (EN) es un estimulo que no provoca la respuesta en principio, sin
embargo el EN produce un reflejo de orientacién. En una experiencia de condicionamiento
clasico se aparean el EN con el EI y después de la asociacion, el EN adquiere la funcion de un
estimulo condicionado (EC) y 4) la respuesta condicionada (RC) es una respuesta similar a la RI
y ocurre cuando el EN se ha asociado con el EL

La principal caracteristica del condicionamiento clasico es que los eventos o estimulos se
le presentan al sujeto independientemente de su conducta. La posicion temporal del EC respecto

al EI puede variar en el condicionamiento clasico, estos arreglos afectan el tipo y la fuerza del
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condicionamiento. En el condicionamiento simultaneo el EC es presentado al mismo tiempo que
el EL Durante el procedimiento del condicionamiento de demora, el EC se inicia antes del EI y
dura al menos hasta el comienzo de éste. En el procedimiento de huella el EC aparece y
desaparece antes de que se presente el El, de forma que queda un intervalo vacio entre la
desaparicion del EC y el comienzo del El. Para el procedimiento denominado condicionamiento
hacia atrés, el EC sigue al EI En el condicionamiento temporal hay un arreglo de reforzamiento
periddico durante el cual el EI se presenta cada vez que ocurre un intervalo temporal definido y
este ciclo se repite a menudo, a la larga el sujeto aprende a dar la RC cerca del momento
esperado para la presentacion del EI. Numerosos estudios han demostrado que los
procedimientos de huella y de demora producen un condicionamiento superior al que se obtiene
con los procedimientos de condicionamiento simultdneo y hacia atras, es decir el EC debe
preceder al E1 y a menudo debe hacerlo dentro de un intervalo critico (Tarpy, 1978). En el
condicionamiento clisico ademds de la contigiiidad temporal en la presentacion de los dos
estimulos, se debe considerar lo sorprendente e inesperado del El o sea que el condicionamiento
clasico se desarrolla mejor si ademas de la contigiiidad de estimulos hay también una
contingencia real entre los estimulos condicionado e incondicionado (Kandel et al., 1997).

Condicionamiento operante o instrumental. Thorndike en 1932 propuso que el
aprendizaje ocurria cuando los organismos emitian espontaneamente, un nimero indeterminado
de respuestas que forman parte de su repertorio conductual, si alguna de esas respuestas era
seguida por algun evento o estimulo favorable para el organismo, entonces esa conducta tenderia
a repetirse. En este caso, también se veia un cambio en la conducta, en forma de un incremento
en la frecuencia de aparicion de la respuesta en cuestion. A las respuestas o conductas emitidas
espontaneamente por un organismo les llamoé respuestas instrumentales. La operacién bésica que
define el condicionamiento instrumental es que a la conducta del sujeto le sigue una
consecuencia reforzante y es contingente.

En el condjcionamiento instrumental las conductas emitidas por los sujetos se les
denomina respuestas y a las consecuencias se les llama reforzadores. Un reforzador es cualquier
estimulo o evento que incrementa la probabilidad de que una conducta se repita, en este sentido
se puede hablar de dos tipos de reforzadores, €l positivo y el negativo. El reforzador positivo se
produce siempre que la presencia de un suceso después de una conducta aumente la probabilidad

de que dicha conducta ocurra en situaciones similares. El reforzador negativo ocurre siempre que
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la ausencia de un estimulo avérsivo o consecuencia especifica posterior a la conducta aumenta la
probabilidad de ocurrencia de dicha conducta.

El reforzamiento es la presentacién de un reforzador en una relaciéon temporal
especificada respecto a una respuesta, mediante el reforzamiento se fortalece e intensifican
ciertas respuestas. El condicionamiento instrumental se refiere al fortalecimiento de la conducta
por el reforzamiento, por lo que un estimulo ante €l que se refuerza una respuesta puede
convertirse en un reforzador condicionado.

En el reforzamiento negativo la respuesta del sujeto termina (escape) o pospone
(evitacién) la presentacion de un estimulo aversivo. Pgra Kimble (1985 citado en Bower &
Hilgard, 1996) hay cuatro tipos de experimentos de condicionamiento instrumental que son el de
recompensa, omision, castigo, evitacién y escape.

1.3 Condicionamiento de escape y evitacién. Entre los procedimientos conductuales que
se utilizan para el estudio y caracterizacion de la memoria y el aprendizaje, estin los que
implican dar respuestas de escape o evitacion ante la presentacion de un estimulo aversivo. Entre
estos procedimientos se encuentran el condicionamiento de escape, evitacién pasiva y evitacidén
activa.

En el condicionamiento de escape la respuesta especificada termina la presentacion de un
estimulo aversivo o impide su aparicién. En el escape se refuerza de una manera negativa,
porque termina con una condicidn aversiva, incluso si el evento percibido como aversivo por el
sujeto, es considerado como sélo ligeramente aversivo y demasiado débil para suprimir la
conducta. En el experimento tipico de condicionamiento de escape se presenta un estimulo
aversivo y la respuesta del sujeto termina con la presentacion del estimulo aversivo.

El ensayo de escape involucra: a) una situacion aversiva que estd definida por la presencia
continua del estimulo aversivo; b) una oportunidad para que ocurran las respuestas, al responder
se termina la situacion aversiva y se aumenta la probabilidad de ocurrencia de la respuesta que
termino con el estimulo aversivo.

Las conductas de escape incluyen respuestas locomotoras, mediante las cuales el sujeto se
desplaza fuera del lugar donde se halla el estimulo aversivo, estas respuestas terminan la
presentacion del estimulo. Entre los estimulos aversivos mas utilizados en la investigacion
animal se encuentran una descarga eléctrica aplicada a las patas del animal a través del piso, la

inmersion en agua fria, la estimulacion sensorial de intensidad alta, entre otros.



El condicionamiento de evitacién es una forma de condicionamiento tanto instrumental
como cldsico, en el que la respuesta previene la presentacién de un estimulo aversivo. Por
ejemplo en el procedimiento de evitacion activa de dos vias, en el que se utiliza como estimulo
incondicionado un choque (EI), la respuesta instrumental (RC) del sujeto es que cruce al
compartimento contrario cuando escucha un sonido que actia como EC y que predice la
presentacién del EI, esta respuesta ocurre antes de terminar el intervalo EC-EI. Entre los
componentes clasicos en esta tarea se incluyen una serie de respuestas incondicionadas como son
la taquicardia, la sudoracion, la piloereccidn, la defecacién entre otras.

Mowrer (1960) identificé los componentes clasicos € instrumentales de la secuencia de
una respuesta de evitacion y de acuerdo a este autor, se adquiere miedo al EC segin principios
pavlovianos y la respuesta motora segin principios instrumentales, siendo el reforzamiento la
reduccién del miedo.

Mowrer (1960) suponia que la respuesta motora se realizaba primero para escapar de la
descarga, pero luego esa respuesta se anticipaba, de formma que en los siguientes ensayos el
animal ejecutaria una respuesta de evitacion motivada por ¢l miedo adquirido. La reduccién del
miedo es una forma de reforzamiento negativo (Domjan, 1998). Otra funcién del EC es informar
al sujeto cuando debe responder y la terminacién del EC informa que se ha realizado la respuesta
correcta. Los sujetos desarrollan un sentido del intervalo de tiempo transcurrido entre las
descargas, a consecuencia de lo cual el propio intervalo temporal actia como EC, o sea que el
EC no tiene por qué ser una sefial externa, sino que incluso los estimulos internos que ocurren
durante el intervalo temporal pueden actuar como EC y su terminacién como reforzador (Tarpy,
1978). Antes de que la reduccién del miedo pueda proporcionar un reforzamiento instrumental
para la respuesta de evitacion, se ha de condicionar el miedo al estimulo de aviso. Por lo tanto el
condicionamiento clasico de miedo es un prerrequisito para €l componente instrumental en esta
teoria. Cada vez que el sujeto realiza la respuesta de evitacién, el EI aversivo se omite, con lo
que el estimulo de aviso termina presentdndose sin ir seguido por el EI. Cuando la respuesta de
evitacién ha sido bien aprendida persiste durante largos periodos, incluso aunque los estimulos
aversivos no se presenten (Domjan, 1998).

Los procedimientos de evitaciéon pueden ser de dos tipos: evitacion sefialada y evitacion
no sefialada. En la primera se presenta un estimulo discriminativo exteroceptivo una luz, o un

sonido que sefiala la presentacion del estimulo aversivo ante el cual el sujeto emite una respuesta
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que pospone la presentacion del estimulo aversivo (Honig, 1980).

Los primeros experimentos de evitacién activa se realizaron en una caja dividida en dos
compartimentos que podian ser electrificados. Si el sujeto empieza en el izquierdo, tiene que
pasar al derecho para evitar la descarga. Como los ensayos pueden empezar en cualquiera de los
dos lados, ambos lados de la caja son potencialmente peligrosos. _

El procedimiento de evitacién activa recibe este nombre porque el sujeto tiene que dar
una respuesta que consiste en cruzar de un compartimento a otro para evitar el choque, los
ensayos pueden comenzar tanto en el lado izquierdo como en el derecho, dependiendo del
compartimento en el que se encuentre el sujeto, la respuesta de evitacion activa es siempre pasar
al lado opuesto. En el caso del procedimiento en dos sentidos el estimulo aversivo se presenta en
ambos compartimentos y el sujeto tiene que alternar los compartimentos para evitar el estimulo
aversivo (Domjan, 1998).

Algunas hipétesis consideran que los organismos responden a las situaciones aversivas
con una jerarquia de respuestas defensivas incondicionales a las que Bolles (1970) denominé
respuestas de defensa especificas de la especie, las cuales durante los momentos iniciales del
aprendizaje de evitacién incluyen inmovilidad, huida y lucha. Asi mismo, se ha sugerido que
estas respuestas concretas dependen de la naturaleza del estimulo aversivo y de las
oportunidades de respuesta proporcionadas por el ambiente. De tal manera que si est disponible
un medio de escape familiar y eficaz, lo mas probable es que el sujeto intente huir cuando se
encuentre ante el estimulo aversivo. Sin una ruta de escape familiar, la inmovilidad sera la
respuesta que predomine.

Evitacién pasiva o inhibitoria. Este procedimiento es un tipo de aprendizaje de evitacién
de un sentido o una sola via, e involucra aprender a evitar un estimulo aversivo permaneciendo
pasivo o inactivo en el compartimento de seguridad. Generalmente en el procedimiento de
evitacién pasiva (como ha sido llamado este procedimiento durante muchos afios) no se ve
afectada la conducta exploratoria, ya que los sujetos siguen presentando aproximaciones
repetidas dentro de los limites en la zona segura. Los investigadores Netto ¢ Izquierdo (1985)
sugirieron usar el término de evitacién inhibitoria en lugar de evitacion pasiva.

La respuesta en evitacion inhibitoria es generalmente adquirida en un solo ensayo, y es
ideal para estudiar los procesos iniciados por tratamientos pre o post-entrenamiento (Gold,

1986). La respuesta en el procedimiento de evitacién inhibitoria involucra una respuesta definida
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por la represion especifica de la tendencia natural de los sujetos a explorar una plataforma, un
lugar novedoso, o cruzar a una zona obscura en donde han recibido un estimulo aversivo. Las
latencias para realizar la respuesta de desplazamiento del lado seguro a la zona de castigo se
consideran como indice de aprendizaje. Las latencias bajas son interpretadas como indices de
amnesia y las lratencias altas indican buena retenci6n. Hay muchas variantes del procedimiento
de evitacién inhibitoria, por ejemplo en los roedores no pasan a través de una puerta a un
compartimento donde ellos recibirdn un choque; las mariposas, no entran a lugares con olores
fuertes; los pollos no pican semillas amargas, y los humanos no cruzan una calle sin mirar (Gold,
1986; Tarpy, 1978).
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2. MEMORIA

Quiza una de las 4reas mas interesanies en las neurociencias, es la investigacion de los
mecanismos que participan en la formacion de la memoria. Durante las tltimas décadas se han
utilizado modelos animales, como una estrategia para entender algunos de los procesos que

ocurren a nivel conductual y neuronal.

2.1 Definicién. La memoria es un proceso que permite registrar, codificar, consolidar,

almacenar, y recuperar diferentes tipos de informacion.

Su principal papel posiblemente radique en proporcionar informacién de eventos pasados,
ya que en la memoria persiste la informacion en el tiempo, de ahi que la medida del tiempo sea
uno de los pardmetros que se utilizan para analizar los procesos mnémicos en diferentes fases
(Squire, 1987).

2.2 Fases de |la memoria.

Fase de adquisicion. Esta fase corresponde a la entrada de la informacién, en ella
participan los 6rganos sensoriales que transportan la informacion acerca del medio en el que se
encuentra el sujeto. Los estudios del aprendizaje que se centran en el estadio de adquisicién, que
experimentalmente corresponde al entrenamiento manipulan o varian las condiciones de la
adquisicién manteniendo constantes las condiciones de retencion y recuperacion (Aguado,
2001).

Fase de recuperacién o retencién. Esta etapa corresponde a la salida de la informacién
almacenada. En esta etapa el sujeto tiene que seleccionar del sistema de memoria los elementos
que sean utiles en la elaboracion de la respuesta. La recuperacion de la informacion aprendida se
muestra por la expresion de la respuesta en las pruebas. Las pruebas de evocacion libre o guiada
y el reconocimiento son las medidas de laboratorio méis frecuentes de exploraciéon de la
memoria. En los estudios en que se evalila la retencién de la memoria, se mantienen constantes

las condiciones de adquisicion, variando el intervalo de retencién.

Fase de almacenamiento o consolidacion. Esta etapa se refiere al almacenamiento de la
informacién codificada para utilizarse posteriormente. En esta etapa se refuerza la adquisicién y
la informacién se procesa de un almacén de memoria de corto plazo a un almacén a largo plazo

(Brioni & McGaugh, 1988). El concepto de consolidacion de la memoria se origind en la
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hipétesis de "Consolidacion-perseveracion” propuesta por Mueller y Pilzecker en 1900 (ver
Izquierdo, 1989), quienes propusieron que los trazos de memoria persisten en el cerebro hasta
que ellos han sido consolidados y que mientras esto ocurre, son sensibles a interferencias. La
hipétesis de Mueller y Pilzecker, sugiere que el aprendizaje no se completa cuando termina el
entrenamiento ya que existe un proceso de perseverancia neural de la informacion aprendida,
bajo el cual la memoria pasa gradualmente de una forma l4bil a una forma fija o consolidada.
Posteriormente Lorente de N6 (1938), Hilgard y Marquis (1940) sugirieron que la estimulacioén
produce una reverberacion pasajera de la actividad neural y el periodo que sucede a la ocurrencia
de un acontecimiento y su registro permanente, depende de la capacidad de los circuitos neurales
especificos para sostener la actividad de reverberacién hasta que se realiza el almacenamiento
estructural o quimico permanente. Hebb (1949) puso de manifiesto la idea de que la memoria
esta relacionada con cambios morfoldgicos y sugirié que las sinapsis podian experimentar
cambios funcionales como resultado de su uso. La teoria de Hebb propuso que la memoria est4
representada por ensambles celulares que estan involucrados en circuitos reverberantes donde la
actividad neural iniciada por una experiencia de aprendizaje, permanece en un estado labil y
puede interrumpirse por eventos externos. Con el paso del tiempo, ocurre el cambio sinaptico en
los ensambles y de esta manera la consolidaciéon de la memoria se hace mis permanénte y es
menos susceptible a interrumpirse. Hebb sugirid6 que la memoria de corto plazo podia
mantenerse en la actividad reverberatoria de tales circuitos y la producciéon de cambios
sinapticos neurales eran necesarios para la formacion de la memoria de largo plazo. La eficacia
de la transmision del mensaje nervioso a través de las sinapsis podria cambiar en funcién de la
actividad de las neuronas presinaptica (A) y postsinaptica (B). Si la célula A excita a la célula B
se genera un ensamble y el disparo repetido en una o ambas células achia como un circuito
reverberante que induce cambios funcionales o estructurales a través de la plasticidad sindptica.
La plasticidad sindptica equivale a la modificacién de las ramificaciones sinipticas y se ha
propuesto que la informacién se almacena en el cerebro gracias a la plasticidad de las sinapsis
(Kandel et al., 1997). El tipo de aprendizaje propuesto por Hebb y que genera modificaciéon
sindptica se ha evidenciado también por los estudios de la potenciacion a largo plazo (LTP).
Bliss y Lomo (1973) encontraron que breves trenes de alta frecuencia aplicados a las aferentes
excitatorias del hipocampo aumentaban la transmision sindptica que podia durar dias y aun

semanas en animales intactos. Desde su descubrimiento, la LTP de la transmisién sinaptica
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excitatoria del hipocampo se ha utilizado como un modelo experimental primario para examinar
los mecanismos sinapticos del aprendizaje y la memoria. La LTP es un fenomeno excitatorio
eléctrico y quimico, que se genera por la estimulacion eléctrica repetida de una via neural donde
los potenciales presinapticos aislados inducen facilmente impulsos eléctricos en las neuronas
postsinapticas y mejoran la eficacia de las sinapsis.

La LTP culmina en una cascada de eventos inter e intracelulares donde intervienen
neurotransmisores, cadenas de seffalizacion, en el que se activan enzimas, y también se sintetizan
nuevas proteinas generando cambios dendriticos (Izquierdo & Medina, 1997). Se ha encontrado
que la LTP en el hipocampo produce dos tipos de cambio estructural en fas dendritas, primero se
observé un incremento en el nimero de un tipo de sinapsis y un cambio en las espinas
dendriticas. El cambio en las espinas desaparece pocas horas después, pero el incremento en el
numero sindptico persiste. Aunque el papel de la LTP en la memoria conductual no es muy claro
se ha encontrado la presencia de la LTP en 4reas cerebrales que intervienen en los procesos de
aprendizaje y memoria en: A) el aprendizaje de discriminacién olfatoria (Lynch, Granger, &
Staubli, 1991), B) en evitacion inhibitoria en ratas mediante la administracién de farmacos en
amigdala, en hipocampo, en septum y en corteza entorrinal (Izquierdo, 1995), en el cerebelo
(Thompson & Tracy, 1995), en la corteza cerebral se ha encontrado en la corteza visual,
sensoriomotriz, o prefrontral que se encuentran implicadas en la memoria cognoscitiva, C) se ha
detectado en el estriado que se que se ha relacionado con la memoria de procedimiento (Lynch,
etal,, 1991; Wickens & Oorschot, 2000).

Se cree que es durante el periodo de la consolidacién cuando se realiza el procesamiento
de la informacién, y los cambios sindpticos permiten que sea almacenada, y que se genera el
intervalo de retencion que permite al sujeto recordar durante la prueba algo acerca de los
estimulos utilizados durante el entrenamiento (Izquierdo, 1989; Kandel et al., 1997; Domjan,
1998).

Si la memoria involucra cambios morfolégicos que incrementan la conectividad parece
natural suponer que el olvido resulta de la interrupcion del proceso neural o de la regresion
completa o incompleta de estos cambios y refleja en parte una pérdida de la informacién
almacenada, porque no se realiz6 la adquisicién o se interrampi6 la consolidacién. El olvido
ocurre continuamente, y los experimentos conductuales muestran que cuando un material es bien

aprendido inicialmente, el olvido puede ocurrir gradualmente en periodo de horas o durante
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muchos afios después de los cuales una cantidad apreciable de memoria permanece atin. Algunos
investigadores consideran que la memoria persiste, pero que lo que ocurre es que decrementa la
accesibilidad a ella (Bermidez Rattoni & Prado Alcald, 2002).

Los experimentos realizados mediante la administracién de drogas que influyen en el
aprendizaje y la memoria son muy abundantes. Muchos resultados indican la modificacién de los
procesos que intervienen en el almacenamiento o en la recuperacién de la informacion. La
consolidacién puede mejorar o deteriorarse por drogas, hormonas o més entrenamiento cuando
se administran en la fase de post-entrenamiento. Se ha sugerido de manera general que los
tratamientos post-entrenamiento que deterioran o mejoran la consolidacion son mas efectivos
cuando se administran en intervalos cortos post-entrenamiento.

Algunas de las drogas que producen deterioro de la consolidacién, incluyen drogas
convulsivantes, inhibidores de la sintesis de proteinas, drogas anticolinérgicas y los barbitiiricos
entre otras. La mejoria de la consolidacién se ha encontrado con la administraciéon de drogas
como la estricnina, la picrotoxina, el pentilentetrazol, estimulantes como la cafeina, las
anfetaminas, drogas colinérgicas como la fisostigmina y también se ha obtenido mejoria con la
estimulacién eléctrica de baja intensidad en regiones especificas del cerebro (McGaugh, 1973).
Los estudios experimentales que han evaluado la modulaciéon de diversos sistemas enddgenos
que son activados por las experiencias del aprendizaje durante el periodo del post-entrenamiento,
encontraron que hormonas como la adrenalina, la ACTH, la corticosterona, la sustancia P, la
colecistoquinina, la vasopresina y las B endorfinas, favorecen el reforzamiento de los trazos de
memoria que siguen después de la adquisicion y pueden influir en la manera como se transmiten,
procesan y almacenan los recuerdos durante la consolidacién. Por lo que los investigadores
Izquierdo y Medina sugieren que deben igualarse las condiciones experimentales en las pruebas
de retencién cuando se administran drogas en el periodo del post-entrenamiento (Izquierdo,
1989; Izquierdo & Medina, 1997). Aunque la hipdtesis de la consolidacion ha probado ser
viable, y ha estimulado la investigacién experimental de la memoria en animales, se han
realizado pocas investigaciones en humanos (Cahill & McGaugh, 1996). Las investigaciones
experimentales sobre la consolidacién de la memoria deberdn ain contestar y formular varias
preguntas.

2.3 Clasificacién de la memeoria. Para clasificar la memoria se han utilizado distintos

criterios en las que se consideran parametros como el temporal, el secuencial y el de dominio. El
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pardmetro temporal divide la memoria en memoria a corto plazo y memoria a largo plazo segiin
el tiempo que persista la informacion en la memoria. Atkinson y Shifrin (1968), distinguen tres
tipos de memoria en funcién del tiempo.

I) La memoria sensorial que mantiene la informacién durante milisegundos, y se
distinguen subtipos en funcién de la modalidad de la informacién: iconica (visual), ecoica
(auditiva), tactil, etc.

2) La memoria a corto plazo (MCP), es un sistema que mantiene temporalmente la
informacién recién percibida, es méas duradera que la memoria sensorial y ha sido referida
también como memoria de trabajo; es la que se utiliza para razonar y solucionar problemas,
efectuar célculos mentales, comprender el lenguaje y realizar ejecuciones (Aguado, 2001); actia
como un controlador de la atenci6n y dirige temporalmente la informacién en los bucles o
borradores fonolégicos, articulatorios, visuoespaciales y visuoperceptivos. La MCP tiene
capacidad limitada y retiene la informacién s6lo temporalmente por segundos o minutos y
después ser4 incorporada o transferida a un sistema mas estable en la memoria a largo plazo.

3) Memoria a largo plazo (MLP). En este tipo de memoria los recuerdos duran dias,
semanas o toda la vida. Como se cité previamente, existen recuerdos de corto plazo que pueden
ser almacenados en el sistema de memoria de largo plazo gracias al proceso de consolidacién.
Hebb (1949) describié este proceso como la fase estable, estructural y duradera de la memoria
que ocurre en el sistema nervioso y Squire (1987) sugiri6 que la formacién de la MLP implica
cambios metabélicos, morfolégicos en los que participan la sintesis de proteinas para hacer los
recuerdos mas permanentes. Squire propuso un sistema de clasificacién de la memoria de largo
plazo, en el que se subdivide, inicialmente en dos tipos: memoria declarativa y memoria no
declarativa (Figura 1).

La memoria declarativa. Es conocida también como memoria explicita, se refiere a la
codificacion de la informacién sobre acontecimientos autobiograficos asi como el
reconocimiento de hechos. Su formacién depende de procesos cognitivos tales como evaluacion,
comparacién ¢ inferencia. En la memoria declarativa hay recuerdos conscientes de la
informaci6n. La memoria declarativa se ha subdividido a su vez en memoria reciente y remota.
La memoria reciente mantiene la informacién de minutos a dias dando lugar a dos subtipos:
memoria retrospectiva y memoria prospecﬁ'va. La memoria retrospectiva es la memoria para las

tareas cotidianas recientes o de hechos recientes, de hace unas cuantas horas, se refieren a
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eventos pasados. La memoria prospectiva se refiere a la informacién acerca de un evento futuro
posible como pagar el alquiler a principios del mes, tomar medicacién a determinadas horas, etc.
(Aguado, 2001).

En la memoria declarativa remota se distinguen la memoria semaéntica y la memoria
episodica. La memoria semantica se refiere a conocimientos de palabras, hechos, conceptos,
vocabulario sin ninguna relacion temporal. La memoria epis6dica recuerda informacion acerca
de datos de eventos en una etapa de la vida, es autobiogréfica. Los déficits de memoria episédica
son comunes en pacientes con enfermedad de Alzheimer en los estadios iniciales del trastomo y
se atribuyen a la desconexion del hipocampo y los sistemas de analisis sensorial mientras que en
las etapas tardias aparecen los déficits en la memoria seméntica y se asocian con la expansién de
la enfermedad a la neocorteza temporal.

La memoria no declarativa o implicita. Es la que se manifiesta conductualmente sin
que el sujeto sea capaz de describir la informacién que utiliza y sin necesidad de que deba ser
consciente del hecho de que adquirié esa habilidad. Es la memoria que corresponde a las
habilidades y cambios en la conducta que no requieren intencién ni consciencia, es de caréacter
automdtico o reflejo y su formacién y evocacién no dependen por completo de la concigncia ode
procesos cognoscitivos. Se piensa que la memoria implicita de una tarea determinada se asocia
estrechamente con la actividad de determinados sistemas sensoriales y motores implicados con el
aprendizaje de la tarea; por lo que la memoria implicita puede estudiarse en diversos sistemas
reflejos tanto en vertebrados como en invertebrados. La memoria implicita puede formarse a
través de los aprendizajes de tipo asociativo y no asociativo como el “priming” (preparacion). El
priming es un procedimiento en el cual la ejecucién de una tarea es facilitada o deteriorada por la
informacion a la que se tuvo acceso recientemente. En las tareas de Priming se presentan los
estimulos completos en el entrenamiento y durante la prueba se muestran sélo indicios, como
fragmentos de un dibujo, o de una palabra por ejemplo, y el participante debe completar la
palabra o el dibujo. Graf y Shacter (1985) realizaron experimentos sobre priming en pacientes
amnésicos a los que se les facilité identificar palabras u otros objetos perceptuales basados en la
exposicion de indicios. Al igual que los pacientes normales, los pacientes amnésicos presentan
esta habilidad, aunque no son capaces de recordar una palabra en una prueba de reconocimiento.
Es decir, la habilidad del “priming” no se afecta debido a la amnesia. También se han incluido

como subtipos de la memoria implicita al aprendizaje asociativo, al aprendizaje no asociativo y
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al aprendizaje de habilidades motoras, perceptuales y cognitivas (Zola-Morgan y Squire, 1990).

La clasificacién de memoria declarativa y memoria no declarativa propuesta por Zola-Morgan y

Squire (1990, 1993) se ilustra en la Figura 1.

TAXONOMIA DE LA MEMORIA DE LARGO PLAZO

—

y

DECLARATIVA

O EXPLICITA

A 4 JV
SEMANTICA EPISODICA
Hechos Eventos

NO DECLARATIVA
O IMPLICITA
v v
HAB PRIMING
MotoI;'SDADES Facilitacién
Cognoscitivas Perceptual
NO ASOCIATIVA
ASOCIATIVA Condicionamiento
Habituaci6n Clasico y
Sensibilizacién Operante

Fig.1 En esta figura se muestra la clasificacién de la memoria en dos grupos de acuerdo al
contenido en memoria explicita e implicita (Modificado de Zola-Morgan & Squire, 1990).

Otras descripciones de los procesos o sistemas de memoria vienen de una gran

variedad de. trabajo experimental en animales, con humanos adultos y nifios normales,

pacientes amnésicos o tendencias filosoficas y consideran que la memoria se basa en al menos

dos sistemas frecuentemente opuestos (Cuadro 1).

1

I

AUTOR

Memoria Semantica

Memoria epis6dica

Tulving (1972)

Memoria explicita

Memoria implicita

Graf y Shacter (1985); Squire (1987)

Memoria prospectiva Memoria retrospectiva | Squire (1986, 1 987); Kandel (1997)
Memoria activa Memoria pasiva Rilling, Kendrick (ver Domjan 1998)
Memoria de trabajo Memoria de referencia | Squire (1987)

Memoria de corto plazo Memoria de largo plazo | Atkinson y Shifrin (1968)

Memoria Habito James (1890); Mishkin y Petri (1984)
Memoria representacional |Memoria disposicional | Thomas (1984)

Cuadro 1. Esquema de la clasificacién de los diferentes tipos de memoria (Modificado de Veloz-

Goémez, 1999).



En la investigacion con animales han recibido atencién especial las distinciones entre
memoria de trabajo y memoria de referencia, las cuales son similares a la memoria episodica y
semantica en funcién del proceso de recuperacién de la informacién durante los procesos de
condicionamiento. En Ja memoria de trabajo, se mantiene la informacién que es sélo de valor
temporal; esta 'memoria contiene la informacién que se necesita para responder con éxito en un
ensayo o tarea, pero que no es util para la respuesta en el siguiente ensayo o tarea, por lo tanto
tiene una duracién limitada. Las situaciones de entrenamiento involucran sefiales durante el
ensayo y la respuesta correcta del sujeto, debe guiarse por la memoria de esas sefiales, por lo que
el animal debe ignorar la memoria de estimulos relevantes de ensayos precedentes. L.a memoria
de referencia tiene una duracién considerablemente mas larga que la memoria de trabajo debido
a que se refiere a las caracteristicas constantes de una tarea. L.a memoria de referencia permanece
inactiva hasta el momento de la presentacién de sefiales apropiadas para que sea evocada
(Squire, 1987).

Por el tipo de procesamiento que recibe la informacion, se han encontrado diferencias
entre la MCP y la MLP, en varios aspectos (Bower & Hilgard, 1996).

El almacenamiento de MCP y MLP, se logra mediante procesos neurales diferentes que
permiten activar los procesos de recuperacién de la informacion. Se ha sugerido que el paso de la
MCP a la MLP depende de sintesis de proteinas ya que con la aplicacién intracerebral de drogas
que inhiben la sintesis de proteinas (puromicina, cicloheximidas actinomicina y aniscmicina)
durante o después de una experiencia de aprendizaje, se bloquea la formacién de la memeria.
Estos resultados han sido obtenidos en peces, roedores y pajaros usando diversas tareas
preentrenamiento (Barondes & Cohen 1966; Staubli, Faraday & Lynch, 1985). Si la inhibicién
de la sintesis de proteinas se da en otros momentos inclusive en la prueba de retencién, la

"memoria no se afecta. (Squire, 1987). En estudios realizados en ratas que fueron expuestas a
diferentes situaciones ambientales, se encontrd que los sujetos que fueron sometidos a un
ambiente enriquecido, increment$ el peso neto de la corteza cerebral, e histolégicamente se
encontr6 aumento de las ramificaciones dendriticas y del mimero de espinas dendriticas
comparadas con las que estuvieron en un ambiente normal (Krech 1962). En algunos estudios
experimentales se ha demostrado un aumento en el contenido de los 4cidos nucleicos siguientes a
la experiencia del entrenamiento (Hyden & Egyhazi, 1964); asi como el aumento de ciertos
neurotransmisores, noradrenalina (McGaugh & Gold, 1989; McGaugh & Cahill, 1997),
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acetilcolina (Pfister, Boit, Huston & Schwarting, 1994), dopamina (Scheel-Kruger, 1986) en las
membranas neuronales de regiones corticales y subcorticales y que sobre todo en la MLP se ha
propuesto que hay cambios a nivel morfolégico que son modulados por procesos neuroquimicos
(Izquierdo & Medina, 1997).

2.4 Neuroanatomia de la memoria. Uno de los problemas mas interesantes en el estudio
de la neurobiologia es conocer si existe un lugar dentro del sistema nervioso donde se pueda
almacenar la memoria. Los estudios en primates no humanos y en pacientes que sufren amnesia
a consecuencia de lesiones cerebrales accidentales o patolégicas, han permitido analizar el efecto
del dafio de diversas estructuras cerebrales en la memoria. Los sindromes amnésicos més
frecuentes en el humano ocurren por lesiones o por interferencias con la actividad cerebral
producidas por encefalitis, terapia electroconvulsiva, tumores, encefalopatias por abuso crénico
del alcohol (Sindrome de Korsakoff) o la enfermedad de Alzheimer. Los tipos de amnesia que se
generan pueden ser: la amnesia antergrada en la que no se tiene acceso a la informaci6n para
algunos eventos que ocurrieron posteriores al dafio y el sujeto no puede recordar lo que hizo
después del evento traumético y la amnesia retrégrada donde existe déficit de recuperacién para
eventos que ocurrieron antes de la lesion (Squire & Alvarez, 1995).

Anatémicamente se han propuesto diferentes sistemas de memoria, representados en
estructuras cerebrales que estin interconectadas y que funcionan paralelamente e interactiian
entre si. Estos sistemas de memoria difieren segiin el tipo de informacion que procesan (Squire,
1987; Packard & Cahill, 2001). Durante las dos tiltimas décadas, se ha podido elaborar en el
macaco un modelo de las amnesias anterogradas, y se ha demostrado que existe una disociacién
similar a la observada en el hombre entre las memorias explicita e implicita (Kandel et al.,
1997).

2.4.1 Sustratos cerebrales de la memoria explicita. Las estructuras que se han
relacionado con la memoria explicita son la neocorteza y el sistema temporo-diencefélico.

La neocorteza. En el hombre, las lesiones en las zonas de la neocorteza provocan
trastornos que se expresan por una mala utilizacién o el mal aprendizaje de un material
especifico. El estudio de estas deficiencias que pueden interpretarse como amnesias focalizadas,
presenta un interés considerable ya que designa las zonas de la corteza en las que residen los
diversos tipos de recuerdos. Estos estudios y muchos otros trabajos realizados en animales

demuestran que la neocorteza es un mosaico de areas distintas, especializadas en un tipo
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particular de experiencias. Generalmente hoy se admite que las huellas mnésicas se localizan en
la region de la neocorteza, donde han sido elaboradas. Los estudios de neuroimagen funcional en
humanos realizados durante la fase de adquisicion de la memoria episédica muestran actividad
marcada en la corteza prefrontal izquierda, en tanto que la recuperacion estd asociada con
actividad predominante de la corteza prefrontal derecha (Zola-Morgan & Squire, 1990). Algunas
memorias perceptuales tienen asociaciones motoras y se comunica con el 16bulo frontal donde se
enlazan con sistemas de memoria motora que se extienden a la corteza posterior. Las
asociaciones reciprocas entre corteza sensorial y motora estan mediadas por fibras que atraviesan
el surco central o de Rolando. Esta conectividad reciproca entre memoria sensorial y motora
favorece la integracion de la memoria de trabajo. La lesion de la corteza premotora se relaciona
con el deterioro para identificar secuencias o trayectorias mas que para el movimiento de un
grupo muscular especifico. En la ejecucion de tareas de memoria visual, existe una conexién
reciproca entre la corteza inferotemporal y la corteza prefrontal (Fuster, 1997). La memoria de
trabajo se deteriora en pacientes que tienen dafio en la corteza prefrontal (Colby & Olson, 1999).
La ablacién de la corteza motora previene el condicionamiento de parpadeo en gatos. Las
lesiones de la corteza parietal en monos y en humanos provocan déficits en tareas de
discriminmacion visual (Colby & Olson, 1999).

El sistema temporodiencefilico. Estd formado por estructuras profundas de la region
mediana del cerebro. Forman parte del sistema limbico el hipocampo y la corteza rinal que se
localizan en el 16bulo temporal medio, las estructuras del diencéfalo que se han relacionado con
algunos tipos de memoria son los cuerpos mamilares y los nucleo taldmicos mediodorsales
(Zola-Morgan & Squire, 1993). La lesion de estas estructuras provocan amnesias globales que
afectan todos los tipos de informacién (visual, auditivo, tactil, etc.). La comunicacién temporo-
diencefalica en el sistema limbico est4 formada por la regién del hipocampo, el giro dentado, el
complejo subicular, la corteza entorrinal, la corteza perirrinal y la corteza parahipocampal con
las estructuras diencefalicas como los niicleos talamicos medio dorsales, los nicleos talamicos
anteriores y los nucleos taldmicos intralaminares, el 4rea septal, el hipotilamo, el fornix y los
fasciculos mamilotalamicos (Zola-Morgan & Squire, 1990). El sistema temporo-diencefalico, se
conecta con el 16bulo frontal, y ésta conexi6n se ha considerado necesaria para establecer la
memoria declarativa o explicita. El dafio del I6bulo frontal no causa amnesia por si solo, pero

afecta la memoria cuando ocurre en conjunto con el dafio del 16bulo temporal medial o el talamo
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medial. Las amnesias globales pueden ocurrir por ablaciones de la region del 16bulo temporal
medial, por lesiones de los nicleos mamilares y nicleos taldmicos medio dorsales, por
degeneracién de las neuronas del teléncefalo ventral o enfermedades vasculares cerebrales que
afectan el 16bulo frontal (Squire & Knowlton, 1993; Zola-Morgan & Squire, 1993).

Los estudios neuropsicolégicos y los de neuroimagen como la resonancia magnética y la
tomografia de emisién con positrones sugieren que el hipocampo juega un papel importante en
ciertos aspectos del aprendizaje y la memoria en tareas que enfatizan las propiedades
representacionales de la memoria declarativa. Por ejemplo la lesién que involucra la regién
CAl, o la regién parahipocampal en humanos producen deterioro de memoria declarativa. Los
resultados de lesiones de las células piramidales en las regiones CAl y CA2 reportan deterioro
del aprendizaje de tareas de igualacién a la muestra en monos (Squire, 1987). En una serie de
estudios en ratas la tarea de igualacién a la no muestra en la que se utilizaron estimulos olfativos
presentados a diferentes intervalos, la lesién del fémix deteriord la adquisicién de la tarea
(Eichenbaum, 2002).

También se ha considerado al hipocampo como un sitio de almacenamiento de
informacién permanente de miltiples trazos de memoria (Nadel & Moscovitch, 1997, 1998).
Aunque se ha propuesto la hipétesis de que en el hipocampo se genera aprendizaje por LTP en
las tareas de evitacion inhibitoria y condicionamiento contextual en ratas (Riedel & Micheau,
2001), asi como en la tarea de laberinto acuitico de Morris (Eichenbaum, 2002). La lesién
limitada a la region hipocampal en humanos genera amnesia retrégrada y cuando el dafio es mas
extenso puede generar amnesia anterograda. No obstante los eventos que ocurrieron recientes al
episodio amnésico son los que se deterioran y las memorias para eventos muy remotos
generalmente se preservan en pacientes amnésicos; por esta razoén se cree que la formacién
hipocampal y las estructuras relacionadas pueden tener sélo un papel temporal en la formacion y
mantenimiento de la memoria declarativa (Squire & Alvarez, 1995). El hipocampo no parece ser
esencial para el sistema de memoria procedural (Packard & McGaugh, 1996). La naturaleza de la
informacién que procesa el hipocampo y algunos de los mecanismos celulares adaptativos que
operan en esta region son procesos de patrones espaciales y temporales complejos, que son
codificados y distribuidos en las neuronas del complejo hipocampal y los ensambla a neuronas
neocorticales para construir trazos de memoria coherentes que facilitardn la extraccién de

informacién de un episodio y su integracién con la memoria semantica preexistente (Packard
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& McGaugh, 1996; Nadel & Moscovitch, 1997; Riedel & Micheau, 2001).

2.4.2 Sustratos cerebrales de la memoria procedimental o implicita. Algunas de las
estructuras que han sido relacionadas con la memoria procedimental o implicita son los nicleos
basales, el septum, la amigdala y el cerebelo.

Ganglios basales. A través de los ganglios basales y el tdlamo se establecen importantes
conexiones con todas las regiones corticales (corteza motora, corteza premotora y corieza
prefrontal), son la via primaria de inervacién colinérgica de la corteza; la lesién de las neuronas
colinérgicas con 4cido iboténico y 4cido quiscualico en monos y en ratas deterioran la memoria
en diferentes tareas conductuales (Zola-Morgan & Squire, 1993). La parte ventral de ios ganglios
basales tiene relaciones anatémicas con el nicleo basal de Meynert y con la amigdala. Las
lesiones con aminoAcidos excitatorios de los nicleos basales magnocelulares se han asociado con
déficits de aprendizaje en la tarea de aversion condicionada al sabor (Gutiérrez, Gutiérrez,
Ramirez, Silva, Ormsby, Miranda & Bermudez, 1999). Debido a que existen conexiones
anatomicas de los nicleos basales y el 16bulo temporal en monos y humanos es probable que ias
lesiones de los nicleos basales, interrumpan los procesos de informacién procesados dentro del
hipocampo y otras estructuras del l6bulo temporal medial (Squire, 1987). Se ha sugerido que las
regiones laterales del nucleo caudado median selectivamente funciones mnémicas estimulo-
respuesta, que pueden ser influenciados por la infusién intracaudal de drogas y que pueden ser
modulados por la amigdala (Packard & Cahill, 2001) o por el hipocampo (Packard & McGaugh,
1996).

El 4rea septal medial formada por el septum medial, el limbo vertical y la banda diagonal
de Broca es una via importante de proyecciones colinérgicas al hipocampo a través del fornix.
Las lesiones entre las conexiones septo-hipocampales producen déficits de aprendizaje similares
a los observados por dafio en el hipocampo. La administracion en el septum de tetrodotoxina o
lidocaina provocaron déficits en la memoria de trabajo en el laberinto de Morris cuando se
administraron pre-entrenamiento; pero no tuvieron efecto cuando se aplicarcn post-
entrenamiento (Ambrogi-Lorenzini, Baldi, Bucherelli, Sacchetti & Tassoni, 1999).

En la administracion intraseptal post-entrenamiento de diversas drogas en la ejecucion del
procedimiento de evitacién inhibitoria en ratas, se encontré que el agonista dopaminérgico
SKF38393 mejor6 la retencion y el antagonista dopaminérgico SCH23390 la deteriord; el

agonista colinérgico arecolina mejord la retencion de esta tarea, mientras que el anticolinérgico
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escopolamina la deterior6; el muscimol y el baclofen (agonistas del GABA) deterioraron la
retencion en tanto que los antagonistas a GABA bicuculina y 2-hidroxisaclofen la mejoraron; la
Bendorfina (agonista opioide) deteriérla retencién y la naloxona (antagonista opioide) la
mejor6. La inyeccion de otras drogas como la buspirona (agonista serotoninérgico) deteri6 la
retencion de esta misma tarea en el septum (Flood, Farr, Kayoko & Morley, 1998).

La amigdala. Es un grupo de micleos (el lateral, el basolateral, el basomedial y el central)
localizados en la base del cerebro. A los nicleos lateral y central de la amigdala se les ha
involucrado con la adquisicién de las respuestas en el condicionamiento pavloviano del miedo
(Nader, Majidishad, Amorapanth & LeDoux, 2001). La administracién sistémica o intra-
amigdala de agonistas y antagonistas GABAérgicos puede facilitar o deteriorar la memoria
(Brioni, Nagahara & McGaugh, 1989; Mifiano, Meneres, Salinas & Myers, 1992; Tomaz,
Dickinson-Anson, McGaugh, Souza-Silva, Viana & Graeff, 1993). Los efectos de las drogas
GABAérgicas en la memoria son bloqueados por lesiones en la amigdala en los procedimientos
de evitacion inhibitoria (Ammassari-Teule, Pavone, Castellano, & McGaugh, 1991, Tomaz,
Dickinson-Anson & McGaugh, 1991), miedo condicionado (Nader, et al, 2001), disminucién del
valor apetitivo ante pequefias gratificaciones (Salinas, Parent & McGaugh, 1996).

Las lesiones del niicleo basolateral de la amigdala interfieren significativamente con el
aprendizaje de la tarea de aversién al sabor (Schafe, Thiele & Bemstein, 1998). La
amigdalotomia bilateral inhibe el comportamiento agresivo y reacciones vegetativas como la
dilatacién pupilar, el incremento de la presion arterial y de la frecuencia cardiaca y respiratoria.
Se ha considerado a la amigdala como parte de un sistema de modulacién de los procesos de
memoria que ocurren en otras estructuras del cerebro a través de las conexiones que establece
con el estriado ventral, la corteza prefrontal y el tdlamo (Packard & Cahill, 2001). Se ha
encontrado que el papel modulatorio de la amigdala en el almacenamiento de memoria esta
estrechamente en relacién con la funcién de hormonas como la adrenalina cuyos niveles
incrementan con la administracién de antagonistas GABAérgicos como la picrotoxina y
disminuyen con el agonista GABAérgico muscimol (Hatfield, Spanis & McGaugh, 1999,
Packard & Cahill, 2001). A partir del estudio de los procesos de LTP en la amigdala, se ha
encontrado que la administracion de antagonistas de los receptores NMDA, AMPA y CNQX, no
s6lo bloquean la induccién de LTP en la amigdala, sino también el aprendizaje de tareas

motivadas aversivamente. Estos resultados apoyan la hipotesis de que los procesos de LTP
25



median el aprendizaje y la memoria de este condicionamiento (McGaugh, Cahill, Parent,
Mesches, Coleman-Mesches & Salinas, 1995).

El cerebelo. El papel del cerebelo en la adquisicion y el almacenamiento de las
habilidades motoras ha sido examinado en el contexto de la modificacién de dos reflejos: el
reflejo de parpadeo en los conejos y el reflejo oculovestibular en los monos y seres humanos.
Las lesiones en el nicleo interpésito del cerebelo deterioran la adquisicién del reflejo de
parpadeo (Thompson & Tracy, 1995). En condiciones naturales, este tipo de aprendizaje parece
ser importante en la adquisicién inconsciente de habilidades motoras, en las cuales el sujeto debe
responder automaticamente a determinados estimulos externos.

Mediante estudios electrofisiolégicos, se ha registrado que las células del nicleo
interp6sito anterior del cerebelo durante el entrenamiento aumenta la frecuencia de descargas
ante el EI y son mas pequefias ante el EC y el aparcamiento EC-EI resultan en una marcada
mejorfa de las respuestas en las células del micleo interpésito (Thompson & Tracy, 1995).
También se ha encontrado que las células de Purkinje cerebelosas, principalmente las neuronas
del 16bulo hemisférico VI participan en el condicionamiento de la respuesta de parpadeo (Yeo,
Hardiman & Glickstein 1985). La lesi6n selectiva de la corteza cerebelosa o de los ntcleos
profundos del cerebelo elimina por completo la respuesta condicionada del reflejo comeal y del
reflejo oculovestibular.

En resumen se puede decir que existen sistemas muiltiples de memoria que tienen
diferentes sustratos cerebrales y que aunque tienen interacciones pueden funcionar
independientemente y modular diferentes tipos de memoria (Zola Morgan & Squire, 1993;
Packard & McGaugh, 1996).
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3. NEUROFARMACOLOGIA DE LA MEMORIA

En general para estudiar los efectos de una droga sobre los procesos de aprendizaje y
memoria se realiza la administracién de esa droga en condiciones definidas a animales o
humanos sometidos a un entrenamiento o a la prueba de retencién de una respuesta conductual.
Las modificaciones observadas en la ejecuci6n se relacionan con la accién de la droga y se
vinculan con las modificaciones bioquimicas producidas por ésta.

La sinapsis es el lugar de transmisi6n entre células nerviosas y est4 constituida por tres
elementos: la terminal presinaptica, la célula postsinptica y una zona de aposicién que es la
hendidura sinéptica. Las sinapsis se clasifican en dos grupos que son las sinapsis eléctricas y las
sinapsis quimicas. En particular la transmisiéon quimica sinaptica puede dividirse en dos partes:
una de transmision, en la que la célula presinéptica libera un mensajero quimico y la otra de
recepcion en la que el transmisor quimico se une a las moléculas receptoras de la célula
postsindptica. El transmisor quimico liberado por una neurona puede actuar como un
neurotransmisor o un neuromodulador. Los neurotransmisores tienen un efecto directo en la
membrana pre o postsiniptica. Mientras que los neuromoduladores “modulan” o “regulan” la
accién del transmisor, no tiene una actividad intrinseca en la sinapsis; pero puede actuar en
alguna via de la actividad sinaptica y afectar la sensibilidad de la membrana pre o postsinéptica
(Smith, 2002). Tipicamente los efectos modulatorios involucran un sistema de segundos
mensajeros; por ejemplo, una neurohormona puede considerarse como un neuromodulador, ya
que tiene actividad en algunas sinapsis; pero puede ser liberada de células neuronales y no
neuronales y actuar en sitios distantes de su sitio de liberacién (Cooper, Bloom & Roth, 1996).

Se han aceptado como neurotransmisores a las sustancias de bajo peso molecular que
cumplen al menos los siguientes criterios: 1) las moléculas pueden ser sintetizadas dentro del
neurona de la cual es liberado y las enzimas y sustratos para esa sintesis se encuentran en esa
neurona, 2) que la molécula se almacene en la terminal presinaptica de la neurona de la cual es
liberada, 3) que la estimulacién presinéptica origine la liberacién de la molécula, 4) que la
aplicacién ex6gena controlada de la molécula en el sitio apropiado elicite la misma respuesta
postsinaptica, mientras que los agentes que bloquean la respuesta postsinaptica puedan bloquear
también la respuesta cuando se aplican ex6genamente, 5) que exista un mecanismo especifico
para eliminarlo del lugar donde actiie. De acuerdo a estos criterios, se aceptan como

neurotransmisores a la acetilcolina (ACh), el glutamato, el 4cido y-aminobutirico (GABA), la
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glicina, la dopamina, la noradrenalina, la adrenalina, la histamina y la serotonina (Kandel et al.,
1997). Existen pasos presinapticos y postsinapticos en la transmision siniptica quimica que
pueden ser sensibles a la accién de las drogas, estos son: 1) la sintesis de la sustancia
transmisora, 2) el almacenamiento, 3) la liberacién del transmisor, 4) la interaccién del
transmisor con el receptor en la membrana postsinaptica y 5) la eliminacién del transmisor en la
hendidura sinaptica. El efecto de un neurotransmisor en la célula postsinaptica no depende de las
propiedades quimicas del transmisor sino mas bien de las propiedades de los receptores que
reconozcan y se unan al neurotransmisor. El mensajero o sefial molecular puede ser un
neurotransmisor o un neuromodulador que ejerza su efecto al unirse al receptor y formar un
complejo ligando-receptor. El mismo mensajero puede causar muy diferentes resultados con
diferentes receptores. Por ejemplo, la ACh puede excitar algunas células postsinapticas e inhibir
a ofras y alin més, en otras puede producir excitacion e inhibicion. Por tanto, es el receptor el que
determina si una sinapsis colinérgica es excitatoria o inhibitoria y si un canal i6nico se activara
directamente por el neurotransmisor o indirectamente a través de un segundo mensajero. Todos
los receptores para los transmisores quimicos tienen dos caracteristicas en comun: son proteinas
situadas en el espesor de la membrana, la regién expuesta al entorno exterior de la célula,
reconoce y se une al transmisor de la ¢élula presindptica y ejercen una funcion efectora sobre la
célula diana. Los receptores influyen caracteristicamente en la apertura o cierre de los canales
ionicos. Los receptores se pueden clasificar en dos clases, si el receptor y el canal i6nico forman
parte de la misma proteina son ionotrépicos y si el receptor y el efector son proteinas diferentes y
actia indirectamente a través de segundos mensajeros son metabotropicos (Kandel et al., 1997).
La manipulacién farmacolégica a diferentes niveles sobre el proceso de la transmision sindptica
quimica, modifica por completo el proceso de la transmision.

Las drogas con propiedades quimicas que se relacionan con alguna via en la que actian
los neurotransmisores pueden interactuar con los sucesos bioquimicos de las sinapsis de los
sistemas neurales que son sustratos del aprendizaje y la memoria y provocar cambios
conductuales. La accién de las drogas que imitan, potencian, incrementan o promueven la
transmisién sindptica, son conocidas como “agonistas” y las drogas que impiden, decrementan,
inhiben o bloquean la transmisién siniptica son “antagonistas”. No todas las drogas inducen
respuestas maximas en los receptores, por lo que farmacol6gicamente se distinguen entre

agonistas y agonistas parciales, antagonistas parciales y antagonistas totales (Smith, 2002).
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A continuacién se describen las caracteristicas neuroquimicas y fisioldgicas de los
neurotransmisores GABA y ACh que son de interés para la presente tesis.

3.1 Acido gama-aminobutirico (GABA). El 4cido gama-amino-butirico (GABA), es el
neurotransmisor inhibitorio mas potente y més abundante en el sistema nervioso central (SNC)
de los mamiferos. La modificacién farmacolégica de las sinapsis que utilizan el GABA como
neurotransmisor han revelado la participacién de este amino4cido en los mecanismos que
controlan la excitabilidad neuronal.

3.1.1 Biosintesis. EI GABA se sintetiza a partir de la descarboxilacién del 4cido L-
glutamico, por la acciéon de la enzima glutamato descarboxilasa (GAD), que requiere como
coenzima el fosfato de piridoxal. Las hidracidas e hidrazonas, que son inhibidores de GAD,
disminuyen la concentracién del amino4cido en la terminal presindptica del GABA y producen
convulsiones; el acido mercaptopropiénico o la alilglicina inhiben al cofactor fosfato de
piridoxal y también generan convulsiones (Deutch & Roth, 1999).

3.1.2 Almacenamiento y liberacién. El GABA se almacena en las vesiculas sinipticas, y
se libera por la fusion de las vesiculas con la membrana siniptica través de un proceso
dependiente de Ca?*. Pasados unos segundos o minutos, la porcion de la vesicula vuelve a
invaginarse y forma una nueva vesicula, ésta tiene las proteinas de transporte adecuadas que se
necesitan para que el GABA se concentre dentro de la vesicula (Guyton & Hall, 1997).

3.1.3 Inactivacién. La degradacién metabélica del GABA se Heva a cabo mediante la
actividad de la transaminasa del GABA (GABA-T) que tiene al fosfato de piridoxal como
cofactor (Bormann 1988; Schwartz, 1978). La GABA-T tiene una amplia distribucién tanto
central como periférica, y se ha sugerido que el GABA es metabolizado en sitios extrancuronales
0 en las neuronas postsindpticas. Los inhibidores de la enzima GABA-T como y-acetilen-
GABA, la GABAculina o iso0GABAculina incrementan la concentracién de GABA en el cerebro
y tienen efectos anticonvulsivos. También se ha encontrado que la enzima semialdehido-
deshidrogenasa del 4cido succinico convierte el GABA en 4cido succinico, pero actiia en menor
proporcion que la GABA-T (Cooper, et al., 1996). La accién del GABA es terminada por la
eliminacién del neurotransmisor de la hendidura siniptica a través de GABA transportadores
(GAT) localizados pre y post-sindpticamente, éste sistema especifico de transporte es
responsable de la inactivacién rapida del GABA liberado en la sinapsis (Levi & Raiteri, 1980;
Amara & Kuhar; 1993; Schmitt, Luddens & Hiemke, 2001).
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3.1.4 Distribucién. Estudios inmunocitoquimicos han demostrado que el GABA se
encuentra en altas concentraciones en el coliculo inferior, el nicleo dentado, los nucleos
basales, la médula (Cooper, et al.,, 1996), la retina, las células granulares de la corteza
(Guyton & Hall, 1997), el tdlamo, la corteza cerebral, el nicleo interpeduncular, las astas
dorsales del corddon espinal y se han encontrado bajas concentraciones en el septum y en el
hipéotalamo (Enna & Bowery, 1997; Mathivet, Bernasconi, Bittiger & Marescaux, 1996;
Clark, Mezey, Lam & Bonner, 2000), en el neoestriado se ha encontrado mas concentrado
dorsomedialmente (Glynn & Yamamoto, 1989; Waldvogel, Fritschy, moler & Faull, 1998).

3.1.5 Funcién. Las neuronas que utilizan GABA como neurotransmisor forman un
grupo diverso y exhiben una gran variedad de propiedades morfolégicas y fisiologicas. La
activacion de las neuronas GABAérgicas puede inhibir células postsinapticas o presindpticas,
a través de potenciales pre o postsindpticos inhibitorios que incrementan la conductancia a Cl-
cuando es mediada por los receptores GABAA o incrementan la conductancia a K* cuando es
mediada por los receptores GABAB y Ca” (Barral et al., 2000); estos cambios generan un
potencial de membrana de -70 mV que hiperpolarizan la neurona, formando un potencial
postsindptico inhibitorio (Shepherd & Koch, 1998).

El GABA ha sido relacionado con muchos trastornos neurolégicos y psiquiatricos
como la epilepsia, la corea de Huntington, anormalidades craneofaciales, el sindrome de
Angelman, el sindrome depresidon maniaco-depresivo ligado al sexo. También se ha
relacionado con los procesos de memoria y ansiedad. Existen reportes de estudios genéticos
en los que algunas de estas patologias, se han relacionado con las subunidades del receptor
GABAA, pues se cree que son debidas a un desbalance entre las sinapsis inhibitorias y
excitatorias en algunas estructuras de los ganglios basales; por lo que durante los dltimos afios
el GABA ha sido objeto de un sin nimero de estudios farmacologicos, genéticos y
conductuales, en los que se manipulan las diferentes vias metabélicas que involucran al
GABA (Enna & Bowery, 1997; Smith, 2002).

3.1.6 Vias GABAérgicas. Los estudios inmunocitoquimicos de las enzimas GAD y
GABA-T, han evidenciado la presencia de terminales GABAérgicas que median la inhibicion
de interneuronas en circuitos locales a través de un sistema aferente primario intrinseco en el
cerebelo (Llinas et al.,, 1998), la corteza, la retina (Douglas & Martin, 1998), el bulbo
olfatorio (Haberly, 1998), el estriado (Wilson, 1998), la médula espinal (Roberts, 1980;
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hipocampo (Brown & Zador, 1998). También se ha identificado al GABA en las eferencias del
estriado que se dirigen al globo palido, a los niicleos subtaldmicos y a la sustancia negra
(Roberts, 1980; Bolam, Hanley, Booth & Bevan, 2000).

3.1.7 Receptores GABAérgicos. Se han identificado cuatro grupos de proteinas
receptoras que reconocen al GABA, los receptores GABAA, GABAB, GABAc y GABAD
(Bormann, 1988; Bowery, Hill & Hudson, 1983).

Receptores GABAA. Los receptores GABAA son el sitio de enlace de drogas como el
agonista muscimol, el antagonista bicuculina y drogas neuroactivas como las benzodiazepinas
que actian en los sitios alostéricos del receptor GABAA, los barbitiricos, los esteroides, algunos
anestésicos generales y el etanol (McDonald & Olsen 1994). Se ha demostrado que cuando el
GABA interactiia con estas drogas, se abren los canales de Cl- que estin acoplados a este
receptor GABAA se desencadena la entrada de CI- y las neuronas se hiperpolarizan (Bormann,
1988).

Los estudios sobre la estructura molecular del receptor GABAA han permitido identificar
varios subtipos de este receptor en ¢l cerebro de mamiferos. En el estriado de primates se han
encontrado receptores GABAA en las neuronas medianas espinosas (Waldvogel, et al., 1998) y
también se han localizado en las neuronas colinérgicas (Ikarashi, 1999).

Los receptores GABAA presentan conformaciones pentaméricas con un poro ceniral
constituidas al menos de tres distintas subunidades polipeptidicas: a, B y v (Enna & Bowery,
1997) que rodean al canal de Cl-, y que se ensamblan con 2a, 28 y 176 2a, 1By 2y 6 la, 28 y 2y
(Kardos, 1999). En la mayorfa de los casos se ha descrito que el sitio que reconoce al GABA se
localiza en la subunidad B mientras que la regi6n a la que se unen las benzodiazepinas reside en
la subunidad a, los barbifiricos se pueden unir tanto a la subunidad « como a la f. En estudios
subsecuentes se ha podido demostrar que 1a subunidad y2 es importante para que los receptores
GABAA sean modulados alostéricamente por las benzodiazepinas.

Agonistas y antagonistas GABAA. Los compuestos que actian como agonistas del
GABA potencian la acci6n inhibitoria del GABA.

Drogas como el muscimol, la isoguvacina y el 4cido isonipecético, tienen un marcado
efecto relajante y muestran una actividad anticonvulsivante. Lo mismo sucede con las
benzodiazepinas y los barbitiiricos, estas drogas interactiian con el receptor GABAA como
neuromoduladores y actian como tranquilizantes y reducen la ansiedad, el estado de vigilia y la
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tensién muscular (Enna & Bowery, 1997; Kumamotto, 1997). Estudios in vitro e in vivo indican
que los efectos ansioliticos, anticonvulsivantes, relajantes y sedativos de las benzodiazepinas y
algunos barbitiricos, mejoran la accién de GABA en los receptores GABAA al incrementar la
frecuencia de apertura de los canales de CI" y prolongar el tiempo de apertura de los canales. Los
agonistas pa.rcié]es como el THIP (4, 5, 6, 7-tetrahidroisoxazol4, 5-c-piridin-3-ol) se unen a los
sitios de las benzodiazepinas en los receptores GABAA, pero su unién farmacolégica es de baja
afinidad comparada con las benzodiazepinas clésicas y requieren ocupar una alta cantidad de
receptores para potenciar la funcion GABAérgica; muestran un marcado efecto relajante y
analgésico. Los agonistas inversos como las p-carbolinas muestran afinidad a los sitios de enlace
en las benzodiazepinas pero tienen un efecto farmacoldgico como antagonistas y reducen la
acci6n inhibitoria del GABA, son ansiogénicos o convulsivantes (Enna & Bowery, 1997).

Los antagonistas de GABAA como la bicuculina, el 5-isoxazol, y la gabazina antagonizan
competitivamente la accién inhibitoria del GABA al unirse a los sitios receptores de GABAA y
tienen efecto convulsivante.

Los antagonistas no competitivos picrotoxina y t-butilbiciclofosforotionato (TBPS) y los
cationes polivalentes como el Zn*" actian al bloquear los ionéforos activados por GABA; los
resultados de diversos estudios indican que actian como moduladores alostéricds en las
subunidades a, p y y del receptor y bloquean el iondforo de C1 activado por GABA.

Receptores GABAB. La estructura molecular de los receptores GABAB primero fue
reportada por Hill y Bowery en 1981 con base a la insensibilidad a bicuculina y su respuesta al
baclofen como un agonista especifico. Los receptores GABAB se han logrado caracterizar
parcialmente (Kuriyama & Ohmori, 1990). El receptor GABAB es un receptor metabotrépico
acoplado a segundos mensajeros como las proteinas G‘ y la adenilciclasa y su activacién abre
canales de K*, incrementando la permeabilidad de la membrana para K* y decrementa la
permeabilidad para los iones de Ca®* (Kardos, 1999; Kuner et al., 1999).

Los datos de estudios electrofisiolégicos indican que los receptores GABAB estan
presentes en terminales presinipticas y postsindpticas (Misgeld, Bijak & Jarolimek, 1995). La
activacién de los receptores GABAB en los sitios presinpticos suprime la liberacién evocada del
neurotransmisor (Deisz, Billard & Zieglgansberger, 1993; Deisz, 1997; Enna & Bowery, 1997).
En mamiferos la distribucion de receptores GABAB es heterogénea, se encuentran altas

densidades en regiones cerebrales como el tilamo, la capa molecular de la corteza cerebral, el
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niicleo interpeduncular y las astas dorsales del cordén espinal, y hay niveles bajos en regiones
como el 4rea septal, el cuerpo estriado y el hipotdlamo (Bowery, 1990; Bowery, 1993; Enna &
Bowery, 1997; Mathivet, et al., 1996; Clark, et al., 2000). En muchos sitios se ha encontrado que
coexiste con receptores GABAA originando pequefios y amplios potenciales post-sindpticos
inhibitorios (Kim, Sinchez-Vives, & McCormick, 1997).

Se han relacionado estos receptores con patologias asociadas con el dolor, la epilepsia, la
ansiedad, la depresion, la respuesta inmunologica y con algunos déficits cognitivos (Duttar &
Nicoll , 1988; Clark et al., 2000; Kuner et al., 1999; Misgeld et al., 1995).

Agonistas y antagonistas GABAB. El GABA, y el Gama-hidroxibutirato son ligandos
endogenos para los receptores GABAB. Un gran nimero de analogos de baclofen y de GABA
han demostrado ser agonistas de los sitios GABAB, los més potentes que se han descrito son los
anélogos del 4cido 3-aminopropil fosfénico.

El agonista GABAB baclofen tiene efectos pre y postsindpticos. Presinipticamente reduce
la liberacion de transmisores excitatorios e inhibitorios (Misgeld et al., 1995). Se ha reportado
que el L-baclofen es mds potente que el D-baclofen y se ha encontrado que el isémero D~
baclofen bloquea la accién de L-baclofen en el nervio trigémino, pero no afecta los potenciales
evocados en las células piramidales del hipocampo de rata ni en la neocorteza de la rata (Fromm,
Shibuya, Nakata & Terrence, 1990).

Los primeros antagonistas de los receptores GABAB que se sintetizaron fueron el
faclofen, el saclofen, y el 2-hidroxisaclofen (Kuriyama & Ohmori, 1990). El faclofen fue
introducido como un antagonista selectivo del baclofen en 1987. La afinidad de faclofen por los
sitios de enlance GABAB en las membranas sindpticas del cerebro de rata se encontr6 en el
orden 100 pM; pero cuando se evalué su afinidad para antagonizar la respuesta de los agonistas,
se encontrd en el orden de 1mM. En estudios in vitro de cortes de hipocampo, el faclofen
previno la produccion de potenciales postsinapticos inhibitorios (Enna & Bowery, 1997; Misgeld
et al,, 1995). En neuronas del nucleo septal dorsolateral, se demostr6 que el faclofen actiia de
manera competitiva y selectiva para antagonizar el baclofen (Hiroshi & Gallagher 1988; Aran &
Hammond 1991). Se ha reportado antagonismo efectivo del faclofen para los autorreceptores
presentes en las terminales GABAérgicas de la corteza cerebral de ratas (Lanza, Fasio,
Gemignani, Bonano & Raiteri, 1993).

A partir del baclofen se obtuvieron los antagonistas saclofen y 2-hidroxisaclofen, que
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antagonizan la reduccién de las corrientes de Ca®* inducidas por el baclofen (Barral, 2000;
Curtis, Gynther, Beattie, Kerr & Prager, 1988). A nivel periférico y central el saclofen y el 2-
hidroxisaclofen son mas potentes y se requieren altas concentraciones para obtener antagonismo;
tienen poca penetracién de la barrera hematoencefalica (Kerr, Ong, Johnston, Abbenante &
Prager, 1988). En estudios con radioligandos en modelos de membrana neuronal de la corteza de
rata, el 2-hidroxisaclofen ha mostrado ser hasta diez veces mis potente que ¢l faclofen (Al-
Dabhan, Jalilian & Thalmann, 1990).

Los antagonistas GABAB que se han introducido recientemente son los CGP35348 y
sucesivos; pero aunque atraviesan la barrera hematoencefélica, después de la administracién
oral; tienen baja potencia debido a su unién a lipoproteinas.

Receptores GABAC. Los resultados de estudios conductuales y farmacoldgicos sugieren
la existencia de receptores GABAC los cuales muestran insensibilidad a la bicuculina y al
baclofen. Estos receptores han recibido una variedad de nombres, incluyendo GABAc,
GABANANB Yy receptores p (clonados de retina) (Paredes & Agmo, 1991; Shepherd & Koch,
1998). Los receptores GABAC son receptores ionotrdpicos, conducen iones de Cl” y parecen ser
complejos de proteinas homo-oligoméricos, constituidos por subunidades pl y p2 (Enna &
Bowery, 1997). Entre los agonistas que interactilan con los receptores GABAC se encuentran ¢l
4cido trans-4-aminocroténico (TACA), el acido cis-4-aminocroténico (CACA) y los antagonistas
THIP (4, 5, 6, 7-tetrahidroisoxazol-4, 5-c-piridin-3-ol) (Kumamoto, 1997).

Receptores GABAD. El término de receptores GABAD se ha usado en conexién con
receptores insensibles a los antagonistas GABAA (bicuculina y picrotoxina) asi como a los
antagonistas GABAB (faclofen y 2-hidroxisaclofen). Su accién es mimetizada por los agonistas
GABAA (muscimol) y GABAB (baclofen), se han descrito en cortes de cerebro de embrion de
pollo (Enna & Bowery, 1997).

3.2 Acetilcolina. La acetilcolina (ACh), es un neurotransmisor de molécula pequeiia, que
se libera de las neuronas colinérgicas en muchos sitios del cuerpo.

3.2.1 Biosintesis. Esta molécula es sintetizada en la terminal presinaptica a partir de la
acetilcoenzima A y la colina. La enzima colina acetiliransferasa o colina acetilasa une la
acetilcoenzima A con la colina para formar ACh. El cerebro no puede sintetizar colina a partir de
etanolamina como ¢l higado y la obtiene. por hidrélisis de los fosfolipidos o por captura de la
colina plasmatica (Deutch & Roth, 1999).
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3.2.2 Almacenamiento y liberacién. La ACh sintetizada se almacena en vesiculas de la
terminal nerviosa, visibles en el microscopio electrénico (Cooper, et al., 1996). Cuando llega el
impulso nervioso, se libera ACh al espacio sindptico por un mecanismo de exocitosis calcio-
dependiente. La liberacién de ACh se ve favorecida por la a-bungarotoxina, la B-bungarotoxina
y por la latrotoxina que actiian sobre los mecanismos de liberacion; y es inhibida por los iones de
Mg2+, la toxina botulinica, los antibiéticos aminoglucésidos, el éter dietilico (Cooper, et al.,
1996).

3.2.3 Inactivacién. Después de la liberacion sinaptica, la ACh se descompone por la
acetilcolinesterasa, enzima que se encuentra unida a la membrana, en colina y en acetato; la
colina puede transportarse de nuevo a la terminal siniptica para ser reutilizada en la formacién
de ACh (Cooper, et al., 1996). Se han disefiado drogas como la fisostigmina, la neostigmina y
los inhibidores organofosforados que actiian como inhibidores de la acetilcolinesterasa.

3.2.4 Distribucién. La ACh es abundante en el sistema nervioso central y periférico,
predominando en la corteza, la zona reticular del tronco encefilico, el estriado, el talamo, el
hipocampo, el nicleo medial septal, el sistema reticular activador ascendente, las vias visuales y
auditivas, las células piramidales de la corteza motora, las motoneuronas de la médula espinal y
las uniones neuromusculares (Cooper et al., 1996).

3.2.5 Funcién: La ACh que es secretada por las neuronas en muchas 4reas del encéfalo,
por las motoneuronas que inervan los musculos esqueléticos, por las nieuronas preganglionares
del sistema nervioso auténomo, por las neuronas posganglionares del sistema nervioso simpatico
y parasimpatico. En la mayoria de los casos, la ACh tiene un efecto excitador; sin embargo se
sabe que tiene efectos inhibitorios sobre algunas terminaciones nerviosas parasimpaticas
periféricas, como en la inhibicién del corazén por el nervio vago (Guyton & Hall, 1997).

3.2.6 Vias Colinérgicas. La inervacion colinérgica del cerebro de mamiferos ha sido
estudiada por la localizacién inmunohistoquimica de la colina acetiltransferasa, por lesiones
inducidas con 4cido kafnico, o por la medicién de acetilcolinesterasa (Fibiger & Lehmann, 1981)
y se han descrito las siguientes vias:

Circuitos locales de interneuronas. Se han identificado circuitos de interneuronas
colinérgicas en las capas 1 y 5 de la corteza motora y sensorial; en la capa 4 de la corteza visual,
entorrinal y olfatoria. También se han descrito intemeuronas colinérgicas en el estriado (Bolam

& Smith 1990; Calabresi, Centonze, Gubellini, Pisani & Bernardi, 2000; Wilson, 1998).
35



Complejo colinérgico basal anterior. Estd formado por el nicleo septal medial, el
nicleo de la banda diagonal, la sustancia innominada, el area predptica magnocelular y el nicleo
basal o de Meynert. Se han descrito tres vias que proyectan a la corteza cerebral que son: 1) La
via lateral del complejo colinérgico que sale del nicleo basal de Meynert que envia sus
eferencias al opérculo frontoparietal, a la insula, al giro temporal superior y a la neocorteza
frontal, parietal y temporal, 2) la via medial del complejo colinérgico que proyecta a las corteza
paraolfatoria, cingulada, pericingulada y retroesplenial y 3) las neuronas colinérgicas que
emergen del nicleo septal medio y del nicleo vertical de la banda diagonal proveen entradas al
hipocampo y al bulbo olfatorio (Casamenti, Pedata, Sorbi, Lo Conte & Pepeu, 1981; Divac,
Wirmark & Gade, 1975; Eckenstein Baughman & Quin, 1988; Fibiger & Lehman, 1981; Selden,
Gitelman, Salamon-Murayama, Parrish & Mesulam, 1998).

Complejo colinérgico pontomesencéfalo-tegmental. Las células colinérgicas del nicleo
pedunculopontino, envian proyecciones ascendentes a la corteza, el hipotalamo, la amigdala, la
sustancia negra, el nicleo tegmental, el nicleo magnocelular, el nicleo rojo y el tilamo.
También se han encontrado proyecciones colinérgicas de la habénula al nicleo interpecuncular
de la base del mesencéfalo, que esta conectado con varias estructuras del sistema limbico (Woolf
& Butcher, 1985). ’

3.2.7 Receptores colinérgicos. Existen dos tipos de receptores colinérgicos, los
muscarinicos y los nicotinicos. Los receptores muscarinicos son sensibles a la muscarina y se
han identificado y caracterizado mediante compuestos radiactivos utilizados como antagonistas
muscarinicos como la dexetimida-3H, la N-metil escopolamina-3H y el l-quinuclinidil benzilato-
3H; y mediante la extraccion de los receptores y su purificacion se ha demostrado que el receptor
muscarinico del cerebro y del tejido cardiaco es una glucoproteina con un peso molecular
aproximado de 80,000 daltones. Ademas estudios de biologia molecular han permitido realizar la
clonacién de los receptores muscarinicos en la rata y se han reconocido 5 subtipos de receptores
muscarinicos (M1, M2, M3, M4, M5) asi como su secuenciaciéon. Todos los subtipos de
receptores muscarinicos son metabotropicos e interactian con miembros de un grupo de
Proteinas G que modulan una gran variedad de proteinas efectoras intracelulares (Jenden, 1997).
Los receptores M2 y M4 inhiben la adenilato-ciclasa y regulan la especificidad de los canales
idnicos (Levine, 1995). Los receptores muscarinicos estan involucrados con mecanismos de

transduccion excitatorios que pueden resultar del cierre de uno o més canales de K*, o de la
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apertura de canales de K o el cierre de canales de Ca®* dependientes de voltaje (Jenden, 1997).
Se han evidenciado autorreceptores y heterorreceptores en algunas terminaciones presindpticas
cuya funcién principal es regular la liberacién del neurotransmisor (Deutch & Roth, 1999;
Descarries, Gisiger & Steriade 1997). Se ha demostrado la presencia de receptores Ml en el
hipocampo y corteza cerebral (Sugita, 1991; Descarries et al., 1997; Calabresi et al., 2000). Se ha
sefialado la presencia de los receptores M2 en los autorreceptores presinapticos y receptores
postsinapticos en el hipocampo. El receptor M5 se ha encontrado en capas de la corteza, el
hipocampo, el tubérculo olfatorio y el niicleo accumbens. Los 5 tipos de receptores muscarinicos
se han identificado en el estriado, con una distribucién heterogénea (Hersch,Gutekunst, Rees,
Heilman & Levey, 1994; Jenden, 1997).

Agonistas y antagonistas de los receptores muscarinicos. La ACh de las sinapsis del
sistema nervioso central interactia con las cinco clases de receptores muscarinicos. Entre los
agonistas de los receptores muscarinicos se encuentran la ACh y los ésteres de la colina
(metacolina, el carbacol y el betanecol) que atraviesan la barrera hematoencefilica; los
colinomiméticos (pilocarpina, muscarina y arecolina) y sus analogos sintéticos (McN-A-343 y
oxotremorina); los anticolinesterdsicos (fisostigmina, neostigmina, edrofonio, piridostigmina,
diisopropil-fluorofosfato) reducen la tasa de degradacién de la ACh y prolongan los efectos de la
ACh en las terminales colinérgicas. Los agonistas betanecol y McN-A-343 actilan sobre los
receptores M1 y estimulan la contraccion del tracto gastrointestinal y urinario. Las toxinas
muscarinicas MT1 y MT2 son potentes agonistas de los receptores M1y M4 en el estriado de rata
y la toxina muscarinica MT3 es un antagonista de los receptores M4 (Olianas, 1996).

Los antagonistas de los receptores muscarinicos incluyen la atropina y la escopolamina
que son alcaloides relacionados con la belladona y compiten con la ACh y otros agonistas
muscarinicos por el sitio de enlace. La escopolamina tiene mayor difusién en la barrera
hematoencefalica que la atropina, por lo que difieren cuantitativamente en sus acciones
antimuscarinicas en el sistema nervioso central. La atropina y la escopolamina actiian sobre
todos los receptores muscarinicos (Watling, Kebabian & Neumeyer, 1995).

La metilescopolamina es un derivado de la escopolamina e imita las acciones centrales de
la escopolamina, pero no atraviesa la barrera hematoencefilica. Entre otros antagonistas se
encuentra la piranzepina que actia en los receptores M1, M2 y M3; el AF-DX 116 con afinidad a
los receptores M2; el hexahidrosiladifenidol y la metroctamina que interactian con los
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receptores M2 y M3 y la himbacina que actia sobre los receptores M4. Los antagonistas de los
receptores muscarinicos inhiben los efectos de la actividad del sistema nervioso parasimpatico
por lo que se usan para reducir la secrecion del tracto respiratorio, disminuir la motilidad
intestinal y bloquear los reflejos vagales entre otros (Goodman & Gilman, 1996).

Receptores colinérgicos nicotinicos. Los receptores nicotinicos median la transmisién
colinérgica en los ganglios auténomos, en el SNC y en la uni6n neuromuscular. Estos estin
asociados a canales i6nicos cuya apertura estd controlada por ACh y otros agonistas nicotinicos
que facilitan la despolarizacién de la membrana postsinaptica. Cada receptor consiste de 5
subunidades delimitando un canal acuoso en el centro.

El receptor nicotinico tiene una estructura pentamérica con dos unidades a, una B, una y
y una §, el sitio de activacion para ACh se localiza en la subunidad a. La ACh que se libera de la
terminal nerviosa se une a los receptores nicotinicos de la membrana postsinaptica e induce la
apertura de los canales i6nicos que son permeables a los cationes Na*, K*, Ca®* y Mg”*, esto
produce un potencial postsinaptico de tipo excitatorio que puede propagarse como un potencial
de accién en la célula postsiniptica. La permeabilidad a los iones de Ca®* distingue los
receptores nicotinicos neuronales de los musculares; ya que se ha encontrado mayor
permeabilidad al Ca®* en los receptores nicotinicos neuronales que en los musculares (Smith,
2002). Existen diferentes subtipos de receptores nicotinicos en cantidades abundantes en el
musculo esquelético y en cantidades mucho mas bajas en el SNC de los mamiferos. Se ha
encontrado que los receptores nicotinicos de las células neuronales son famacolégica y
estructuralmente diferentes de los del musculo esquelético. Los estudios de la uni6én de nicotina-
3H a los receptores nicotinicos han demostrado la distribucion heterogénea de los receptores
nicotinicos en el cerebro de la rata; las mayores concentraciones se localizan en el tdlamo, en la
corteza cerebral y en el estriado, y las més bajas en el hipocampo, el hipotdlamo y el cerebelo.
En la corteza visual se localizan principalmente en la capa IV, con bajas concentraciones en las
capas Vy VL

La activacion fisiologica de los receptores nicotinicos de la corteza cerebral requiere de
altas concentraciones de ACh, a diferencia del receptor muscarinico. In vifro las terminales de
las interneuronas colinérgicas de la corteza cerebral no conticnen acetilcolinesterasa y carecen de
un sistema de captura de ACh; sin embargo es posible que in vivo existan altas concentraciones

de ACh y por tanto que las interneuronas colinérgicas de la corteza cerebral activen
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preferencialmente a los receptores nicotinicos induciendo asi la activacién funcional de otros
neurotransmisores (Sargent, 1993). '

Agonistas y antagonistas de los receptores nicotinicos. La nicotina, la carbamilcolina y
el feniltrimetilamonio son los principales agonistas del receptor nicotinico y actian en las
sinapsis ganglionares y neuromusculares.

Los agonistas 1-1-dimetil-4-fenilpiperazina y el tetrametilamonio actian en la sinapsis
nicotinicas ganglionares, pero son menos activos que la nicotina. La succinilcolina, la d-
tubocurarina, el pancuroniun y la a-bungarotoxina, son algunos de los antagonistas de los
receptores nicotinicos postsinapticos y bloquean la accién de ACh en la unién neuromuscular,
reducen la frecuencia de la apertura de los canales y se utilizan para producir la relajacion del

musculo esquelético (Goodman & Gilman, 1996).
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4. PARTICIPACION DE LOS NEUROTRANSMISORES ACETILCOLINA Y
GABA EN APRENDIZAJE Y MEMORIA

4.1 Acetilcolina (ACh). Actualmente existen resultados experimentales en animales y
humanos que apoyan el concepto de que los mecanismos colinérgicos son esenciales para el
aprendizaje y la memoria (Blokland, 1996; Caine, Weingartner, Ludlow, Cudahy & Wehry,
1981; Flicker, Serby & Ferris, 1990). La ACh es uno de los neurotransmisores que ha sido mas
frecuentemente asociado con los procesos de aprendizaje y memoria, habiéndose propuesto que
las bases fisioldgicas de la memoria y el olvido, dependian de fluctuaciones temporales de la
actividad colinérgica a partir del aprendizaje inicial; es decir, a mayor sensibilidad colinérgica
postsinaptica se incrementaria la evocacidn, y el olvido seria causado por una baja en dicha
sensibilidad (Deutsch, 1971). Se ha demostrado en diferentes pruebas conductuales que ia
aplicacién de agonistas y antagonistas colinérgicos producen incrementos o deficiencias en Ja
memoria y el aprendizaje, por lo que actualmente se considera que tiene un papel modulador en
dichos procesos. El estudio del sistema colinérgico cobrd auge a partir de que se descubri6é que
en la enfermedad de Alzheimer hay un decremento en la funcién colinérgica debida a la
degeneracién del nicleo basal de Meynert (Whitehouse, Price, Struble, Clarck, Coyle & Delong,
1982). En estudios mas recientes se ha encontrado que otros sistemas cerebrales éomo los
noradrenérgicos, dopaminérgicos, serotoninérgicos y GABAérgicos también disminuyen su
actividad en la enfermedad de Alzheimer (Iversen & Rossor, 1984).

Los primeros estudios en que se evalu6 el efecto de la ACh en la memoria y aprendizaje
fueron realizados por Deutsch en 1971 quien utilizd drogas como la fisostigmina y la
escopolamina administradas de 28 a 30 dias en ratas después del entrenamiento de una tarea de
discriminacién con una luz brillante. La retenciéon fue examinada 30 min después de la
administracion del farmaco y encontrd que el tiempo maximo en que la tarea estudiada podia ser
interrumpida por la dosis de fisostigmina fue hasta los 14 dias; sin embargo la misma dosis no
tenia efecto 1 dia después del entrenamiento y facilito la retencién a los 28 dias de
entrenamiento. Deutsch propuso que las experiencias del aprendizaje reforzadas mediante la
asociacién E-R, inician procesos que causan sinapsis colinérgicas en las vias neuronales del
cerebro, para producir concentraciones mas efectivas de ACh, por lo que durante la transmision
sindptica, este neurotransmisor se libera de manera gradual durante varios dias; al final, el efecto

facilitatorio, de deterioro o sin efecto producido por la droga en la retencién dependera de la
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intensidad del entrenamiento inicial, de la dosis de la droga y el tiempo en que se realizé el
entrenamiento (Deutsch, 1971).

En otro estudio la administraci6n sistémica post-entrenamiento de colinomiméticos como
la oxotremorina y la fisostigmina en diferentes dosis (0.125, 0.250 y 0.500 uMol/kg) facilitaron
la retencién de la respuesta de evitacién inhibitoria en ratones cuando se administraron en un
intervalo de 10 min siguientes al entrenamiento; pero cuando se inyectaron a los 30 min o 1 hr
después, no afectaron la retencién. En este mismo estudio se demostré que la inyeccién de
atropina (2 puMol/kg) 20 min pre-entrenamiento podia revertir la facilitacién producida por
oxotremorina y fisostigmina; pero no fue afectada por metilatropina (2 pMolkg). La
metoxotremorina y neostigmina (0.250 uMol/kg) post-entrenamiento no afectaron la retencion
en las mismas condiciones experimentales (Baratti, Huygens, Mifio, Merlo & Gardella, 1979).
Con los resultados de estos estudios se demostré que la facilitacion inducida por los
colinomiméticos es un proceso dependiente del tiempo, ya que la mejoria de la retencién
decrementé cuando el intervalo entre el entrenamiento y el tratamiento fue mayor. De igual
forma se dedujo que los efectos de la oxotremorina y la fisostigmina ocurren a nivel central, ya
que los andlogos cuaternarios que no atraviesan la barrera hematoencefalica como la
metilatropina, metoxotremorina y la neostigmina, por via sistémica tienen poco o ningin efecto
en el sistema nervioso central.

Cuando se administraron agonistas colinérgicos en diferentes dosis inmediatamente
después del entrenamiento de evitacion inhibitoria y se probaron 72 hr después, la fisostigmina
en la dosis de 0.03mg/kg mejord la ejecucion y en las dosis de 0.06 y 0.12 mg/kg deterioraron la
ejecucién de la tarea. La 4 aminopiridina (4-AP) en las dosis de 0.05 y 0.10 mg/kg mejoraron la
retenciéon de evitacién inhibitoria y en las dosis mayores 1.0 y 2.0 no hubo efecto. La
oxotremorina mejoré la retencion en las dosis de 0.5, 0.10 y 0.20 mg/kg pero con la dosis de
0.01 mg/kg no hubo efecto. La arecolina (0.10, 0.50 y 1.0 mg/kg) tuvo efecto facilitatorio
dependiente de la dosis, siendo significativo para la dosis de 1.0 mg/kg; mientras que la nicotina
(0.05, 0.10, 0.50, 1.0 mg/kg) mejord la retencién con las dosis de 0.05 y 1.0 mg/kg (Haroutunian,
Bamnes & Davis, 1985). Los resultados de estos estudios demostraron que existe un rango de
dosis en que se facilita la ejecucion, otras dosis que tienen poco o ningiin efecto en la retencién y
otras dosis que deterioran la retencién de las tareas motivadas aversivamente. Las drogas que

actuaron en los procesos postsinapticos fueron mas efectivas en las dosis altas estudiadas; sin
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embargo se ha citado que dosis mayores de oxotremorina y arecolina mas que mejorar la
ejecucioén originan una U invertida en la relacién dosis-respuesta (Haroutunian et al., 1985).

En los estudios con anticolinérgicos, la escopolamina es el antagonista colinérgico
muscarinico que mds se ha empleado para bloquear el efecto de ACh e inducir amnesia en
sujetos experixﬁentales, incluso se ha generalizado su uso como un modelo experimental de
amnesia (Blokland, 1996; Iversen, 1997).

La administracién de escopolamina (0.3 mg/kg) por via sistémica deterioré la ejecucion
de una tarea en laberinto radial en la que se utilizé alimento como reforzador produciendo un
decremento en la respuesta correcta inicial e incrementando el nimero de errores (Li,
Matsumoto, Tohda, Yamamoto & Watanabe, 1997).

En condiciones de estrés, la amnesia inducida por escopolamina puede ser revertida; en
un estudio realizado por Zerbib y Laborit en ratones que estuvieron sujetos dentro de tubos de
plastico durante 2 horas por la mafiana y 1 hora en la tarde, en periodos de 1 dia, 10 dias 6 30
dias y los controles que no fueron manipulados durante ese tiempo. La escopolamina (0.1mg/kg)
intraperitoneal pre-entrenamiento no tuvo efecto en la retencion de evitacidn inhibitoria en los
sujetos que estuvieron en situaciones de estrés de 1 o 10 dias en comparacién a los controles, se
observé que el estrés revirtié la amnesia inducida por escopolamina. Los grupos bé.jo estrés
durante 30 dias mostraron deterioro en la retencién de evitacién inhibitoria con 0.05 mg/kg de
escopolamina intraperitoneal. Los resultados de este estudio fueron explicados por los
investigadores en relacién a la sensibilidad del sistema colinérgico ante el estrés, durante la
exposicién de 30 dias fue menor la sensibilidad del sistema colinérgico y mayor en 1 6 10 dias
(Zerbib & Laborit, 1990). Estos resultados se compararon con otros donde la administracion
cronica de fisostigmina o de diisopropilfluorofosfato produjeron déficit en la retencién de
evitacién inhibitoria e indujeron un decremento en la densidad cortical de los receptores
muscarinicos (Gardner et al., 1984 citado en Zerbib et al., 1990).

Hay resultados en los que las dosis de 10, 20, 40 y 80 pg de escopolamina post-
entrenamiento no tuvieron efecto en la tarea de evitacién inhibitoria, administrada en el
hipocampo de ratones (Farr, Flood & Morley, 2000). En otras tareas aversivas como el
condicionamiento contextual al miedo, la dosis de 25 pg de escopolamina post-entrenamiento, en
el hipocampo si deterioré la respuesta (Wallenstein & Vago, 2001).

La administracién de carbacol o de ACh 5 min pre-entrenamiento en la formacién
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reticular del mesencéfalo mejoraron la adquisicion de una tarea de evitacion inhibitoﬁa; con tres
intensidades diferentes se observé que cuando la intensidad del choque es mdés baja, las ratas
adquirieron la respuesta de evitacién més rdpidamente. La administracién de atropina suprimié
el efecto de facilitacion de esta tarea. Bajo las mismas condiciones la tarea de presion de palanca
para obtener agua o alimento es facilitada por el carbacol y deteriorada por la atropina (Neill &
Grossman, 1970).

Los cambios en la concentraciéon de ACh y la densidad de receptores muscarinicos
inducidos por el aprendizaje de evitaci6n inhibitoria no son similares en las sinapsis colinérgicas
de diferentes éreas cerebrales, por lo que la participacién del sistema colinérgico puede diferir
con base al é4rea cerebral y a los subtipos de receptores involucrados. El entrenamiento en
evitacion inhibitoria provocé un decremento en la densidad cortical de los receptores
muscarinicos (Gardner et al., 1984 citado en Zerbib & Laborit, 1990). .

Se ha reportado que después del entrenamiento en la prueba de evitacion inhibitoria (0.2
mA) los receptores colinérgicos de tipo muscarinico M1 aumentaron su densidad medida a
través del enlace con [*H]-pirenzepina en un 27% respecto al control en el neoestriado, 75% en
la corteza temporo-parietal, y 100% en el hipocampo, mientras que los receptores postsindpticos
colinérgicos M2 con [3H] oxotremorina, disminuyen 50% en el hipocampo (Ortega & Diaz del
Guante, Prado-Alcald & Aleman 1996).

La administracién sistémica de escopolamina (2.0, 4.0, 6.0,-8.0 6 12 mg/kg) post-
entrenamiento en evitacién inhibitoria con un choque de 3.0 mA, ocasioné déficits dependientes
de las dosis en la ejecucién en evitacion inhibitoria. En este mismo experimento se evalu6 en
grupos adicionales si el sobre-reforzamiento con choques de 6.0 y 9.0 mA podria prevenir los
efectos amnésicos de la escopolamina y encontraron que los grupos tratados con 8 y 12 mg/kg de
escopolamina en las intensidades de 6.0 y 9.0 mA no tuvieron deterioro (Duran-Arévalo, Cruz-
Morales & Prado-Alcala, 1990). Con los resultados obtenidos en este experimento, los
investigadores propusieron que el sobre-reforzamiento protege contra la amnesia inducida por la
escopolamina.

En un estudio realizado por Prado Alcald y Cobos Zapiain (1977) la microinfusién de
atropina (80pg) en la regién dorsal del niicleo caudado o en la amigdala de gatos provoco
amnesia en la tarea de presién de palanca cuando los sujetos recibieron bajo entrenamiento y no

hubo amnesia en los que recibieron sobreentrenamiento.
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Por otro lado se obtuvieron efectos amnésicos con la microinyeccion de escopolamina (30
ug) en el micleo caudado anterior de gatos, en la tarea de alternacion espacial cuando los sujetos
fueron sometidos a 7 sesiones de entrenamiento pero no hubo amnesia cuando se aumento el
entrenamiento a 20 sesiones (Prado-Alcald, Bermtdez-Rattoni, Velizquez-Martinez & Bacha,
1978). Con los resultados de estos experimentos, los autores sugieren que hay una proteccion
contra los déficits de ejecucion ocasionados por la escopolamina en los sujetos que fueron sobre-
entrenados.

En los experimentos realizados por Giordano y Prado-Alcald (1986), la inyeccion
intraestraestriatal post-entrenamiento de atropina a diferentes dosis produjo una deficiencia
dependiente de las dosis en la tarea de evitacién inhibitoria. En otro experimento los mismos
investigadores al utilizar diferentes intensidades de choque durante el entrenamiento, observaron
que la atropina produjo déficit con bajas intensidades de choque (0.25 mA) y no hubo déficit con
intensidades altas (0.50 y 1.00 mA).

De las observaciones de los estudios previos Cruz Morales, Duran-Arévalo, Diaz del
Guante, Quirarte y Prado-Alcala, 1992 estudiaron el efecto de la administracion sistémica post-
entrenamiento de escopolamina (8mg/kg) al aumentar la magnitud del reforzador (2.5,2.6,2.7,
2.8, 2.9 6 3.0 mA) y encontraron que los grupos entrenados con bajas intensidades (2.5, 2.6 y 2.7
mA) presentaron amnesia; mientras que en las intensidades mas altas la ejecucion fue cercana a
la del grupo control. Con los resultados de estos experimentos los investigadores sugieren que
hay un umbral donde la actividad colinérgica es necesaria para el desarrollo de los procesos de
consolidacion de la memoria en la conducta de evitacién y que después del sobre-entrenamiento
o el sobre-reforzamiento el control de esta conducta es transferida del sistema colinérgico
estriatal a otros sistemas neuroquimicos dentro o fuera del estriado.

Existen evidencias de que los agonistas muscarinicos colinérgicos selectivos y no
selectivos pueden revertir la amnesia inducida por escopolamina.

También se ha demostrado que otros fdrmacos no colinérgicos como los agonistas
inversos de las benzodiazepinas, los antagonistagas GABAérgicos picrotoxina y estricnina o el
antagonista adrenérgico D-anfetamina y el antagonista serotoninérgico fluoxetina, pueden
revertir el deterioro en la ejecucién provocado por escopolamina, lo cual habla de la poca
especificidad de la escopolamina para el sistema colinérgico (Blokland, 1996).

4.2 Acido Gamma-amino-butirico (GABA). El papel del GABA en la memoria y el
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aprendizaje hace poco tiempo se empez06 a estudiar. La distribucion tan difusa de lds receptores
GABAA y GABAB en el cerebro hace dificil relacionarlo con funciones conductuales
especificas. Aun se desconoce mucho sobre la estructura de sus receptores, su fisiologia y su
farmacologia incluso en el caso de la sintesis de farmacos analogos son pocos los que se han
logrado sintetizar con efectos especificos en los receptores GABAB (Enna & Bowery, 1997).

Los efectos de agonistas GABAA en el aprendizaje y la memoria son poco claros, aunque
hay reportes de que la administracién de agonistas GABAA inducen deterioro de la memoria en
diversas tareas cuando se administran por via sistémica o intracerebral.

Cuando se administré muscimol en diferentes dosis (0.5, 1.0 y 2.0 mg/kg) en ratones de
diferentes cepas (C57 y DBA), en la cepa C57 hubo un deterioro dependiente de la dosis y se
observé mejoria también dependiente de la dosis en la cepa DBA (Castellano, Cestari, Cabib &
Puglisi-Allegra, 1993). La administracién intraperitoneal de muscimol pre-entrenamiento en
ratas en 3 dias consecutivos en una tarea de laberinto de Morris, mejor6 la ejecucion el cuarto dia
en el grupo que no se administr6 muscimol pre-prueba, mientras que el grupo que recibi6
muscimol pre-prueba el cuarto dia mostré deterioro; por lo que los autores concluyeron que el
muscimol genera aprendizaje dependiente de estado (Nagakawa, Ishibashi, Yoshi & Tagashira,
1995); aunque hay reportes de que el efecto de muscimol no es dependiente de estado
(Castellano & McGaugh, 1989). En otro estudio la administracion sistémica post-entrenamiento
de muscimol (1.0 6 3.0 mg/kg) produjo amnesia retrégrada en la tarea de laberinto reforzada con
pequefias cantidades de comida, y s6lo se encontr6é amnesia retrograda con la dosis de 3.0 mg/kg
cuando fueron reforzados con grandes cantidades de alimento (Salinas & McGaugh, 1995). Sin
embargo hay resultados contradictorios reportados por Nabeshima et al., (1988), en los que l:
administracién sistémica post-entrenamiento del agonista GABAA muscimol (0.5, 1.0, 2.0 y 4.0
mg/kg) y del 4cido aminooxiacético (15.0 y 25.0 mg/kg) inhibidor de GABAT, produjeron
reversion de la amnesia inducida por picrotoxina (1.5 y 3.0 mg/kg) y bicuculina (1.0 y 1.5
mg/kg).

La administracién intracerebral de muscimol después del entrenamiento en evitacion
inhibitoria produjo amnesia retr6grada cuando se aplicé en la amigdala (Ammassari-Teule et al.,
1991; Jerusalinsky, Quillfeldt, Walz, Da Silva, Bueno, Bianchin, Schmitz, Zanatta, Ruschel,
Paczko, Medina & Izquierdo, 1994), la corteza entorrinal, el hipocampo (Jerusalinsky et al.,
1994) y el septum (Chroback, Stackman & Walsh, 1989). Cuando se administré en los niicleos
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magnocelulares de rata produjo deterioro de la memoria de trabajo dependiente de la dosis, sin
afectar la memoria de referencia en el laberinto en Y (Beninger, Ingles, Mackenzie, Jhamandas
& Boegman, 1992). Por otro lado, la administracion crénica de GABA en la corteza medial
prefrontal, provoca déficits en la tarea de alternacion espacial en ratas (Meneses, Galicia &
Brailowsky, 1993).

Otro grupo de drogas agonistas de los receptores GABAA que han sido evaluadas en
aprendizaje y memoria son las benzodiazepinas enddgenas y exdgenas y se ha encontrado que
producen deterioro de diferentes tareas. La inyeccién subcutinea de diazepam (1.0, 0.5, 0.25,
0.125 y 0.0625 mg/kg) antes (5, 15 o 30 min), o inmediatamente después del entrenamiento (15
0 30 min) en una tarea de aversion al sabor s6lo produjo amnesia con la dosis de 0.125 m/kg
administrada inmediatamente después del entrenamiento (Farkas & Crowe, 2000). La
administracién sistémica de clordiazepdxido (5 mg/kg) pre-entrenamiento, atenud la adquisicién
de la respuesta de evitacién inhibitoria en ratas y produjo un aprendizaje dependiente de estado
(Waddingto, & Olley, 1977).

El é4cido valproico que es un inhibidor de GABAT deterioré la adquisicion de evitacién
inhibitoria pre-entrenamiento y potencié la amnesia inducida por choque electroconvulsivo
(Mondadori & Classen, 1984); pero en otros estudio se reportd un efecto facilitatorio en la
adquisicién de respuestas condicionadas en ratones (Brioni, 1993).

En general, en los estudios realizados con la aplicacion de los antagonistas GABAA, se ha
demostrado mejoria de los procesos de aprendizaje y memoria; aunque se han reportado efectos
opuestos. El pretratamiento agudo con los antagonistas de los receptores GABAA bicuculina y el
antagonista de las benzodiazepinas flumazenil revirti6 el déficit inducido por diazepam en el
aprendizaje de aversion al sabor en pollos (Farkas & Crowe 2000).

La estricnina (0.15, 0.30 y 0.60mg/kg) y la picrotoxina (0.30, 0.60 y 1.20 mg/kg) mejoran
la retencion en evitacion activa cuando se aplican inmediatamente después del entrenamiento por
via intraperitoneal en ratones con un efecto dependiente de la dosis (Bovet, McGaugh & Oliverio
1966). En otro estudio se evalu6 el efecto de la administracion post-entrenamiento de bicuculina
(3.0-5.4 mg/kg) y picrotoxina (3.1-5.7 mg/kg) en las tareas de evitacién inhibitoria (0.17, 0.35,
0.50, 0.70 y 1.0 mA) y en discriminacién en laberinto en Y, la picrotoxina y la bicuculina
indujeron mejoria dependiente de la dosis en ambas tareas. En evitaci6n inhibitoria también se
observé mejoria dependiente de la intensidad con bicuculina y picrotoxina (Brioni & McGaugh,
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1988).

La administracién sistémica de picrotoxina (0.25, 0.5 o 1.0 mg/kg), inmediatamente o a
los 120 min después del entrenamiento de evitacion inhibitoria en ratones mejora la retencion
con las dosis de 0.5 y 1.0 mg/kg y no se afecté por la dosis de 1.0 mg/kg administrada a los 120
min post-entrenamiento. En este mismo estudio se evalué si la mejoria de la retencién inducida
por la picrotoxina era dependiente de estado, por lo que se administraron la droga o solucién
salina en diferentes tiempos previos a la prueba de retencién (30, 10 6 3 min) y no se afectaron
las latencias de retencién de los animales que recibieron picrotoxina o salina inmediatamente
después del entrenamiento y antes de la prueba por lo que los investigadores concluyeron que el
efecto de mejoria con picrotoxina post-entrenamiento no es dependiente de estado (Castellano &
McGaugh, 1989).

En otros estudios la inyeccion sistémica de bicuculina y picrotoxina produjeron amnesia
en evitacién inhibitoria. El muscimol y el 4cido aminooxiacético revirtieron el efecto amnésico
de la bicuculina; mientras que el muscimol, el baclofen y el acido aminooxiacético revirtieron la
amnesia inducida por picrotoxina (Nabeshima, et al., 1988).

La administracién de pricotoxina (Ipg) en las regiones lateral y posteroventral del
estriado produjo amnesia, en las regiones dorsomediales provocé un deterioro intermedio y no
tuvo efecto en la region ventromedial de estriado (Salado-Castillo, Diaz del Guante, Alvarado,
Quirarte & Prado-Alcal4, 1996). La bicuculina administrada post-entrenamiento en la amigdala
de ratas, bloquea la amnesia inducida por el midazolam (2.0 mg/kg) en evitaci6n inhibitoria de
ensayo multiple (Dickinson-Anson & McGaugh, 1997).

La administracién intraseptal de bicuculina (0.25 pg/0.5 ul) puede producir activacion o
bloqueo en los procesos de memoria episddica en las tareas de laberinto radial y de igualacion a
la muestra en ratas dependiendo de la dosis (Chrobak & Napier, 1992). La administracién en la
zona incerta o en la sustancia nigra de picrotoxina o bicuculina administradas después del
entrenamiento de evitacién inhibitoria produjeron amnesia cuando se utilizaron bajas
intensidades de choque (0.2 mA) y no tuvieron efecto amnésico cuando se utilizaron
intensidades de choque altas (0.4 mA) (Cobos-Zapiain, Salado-Castillo, Sinchez-Alavez,
Quirarte, Roldan-Roldén, Dfaz del Guante & Prado-Alcala, 1996).

Se han realizado estudios con la administracién de los antagonistas de benzodiazepinas en

diferentes estructuras cerebrales. Las inyecciones de flumazenil en la amigdala incrementan la
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retencién de evitacién inhibitoria y atenia el deterioro inducido por la inyeccion intramigdala del
muscimol (Izquierdo et al., 1990). El flumazenil bloquea el déficit de memoria de trabajo
inducido por la administracién de clordiazepoxido en el septum (Stackman & Walsh, 1992).

Existen pocos estudios conductuales sobre la participacion del receptor GABAB en la
memoria. El agonista GABAB, baclofen aplicado por via intraperitoneal post-entrenamiento
deteriora la adquisicién en la prueba de evitacion activa en ratas (Kuziemka, et al., 1999). La
administracién pre-entrenamiento del baclofen (0.5 mg/kg) por via sistémica, no modificé las
latencias de adquisicidn en evitacién inhibitoria; pero provocd déficits en la tarea de
reconocimiento de objetos y no produjo cambios en la conducta de actividad exploratoria. En
este mismo estudio la administracién de la misma dosis de baclofen post-entrenamiento en
evitacién inhibitoria tampoco tuvo efecto (Car & Wisniewski, 1998). La administracién
sistémica del baclofen (6.0 y 12.0 mg/kg), antagoniz6 la amnesia inducida por picrotoxina en
ratones que fueron entrenados en supresién condicionada (Nabeshima et al., 1988). En un
estudio en que se entrenaron grupos de ratas en evitacion inhibitoria con diferentes intensidades
(1.0, 1.5, 2.0 0 2.5 mA)), el baclofen post-entrenamiento produjo deterioro en las intensidades de
2.0 y 2.5 mA (Garcia-Saldivar, 2002). El baclofen (5 6 10 mg/kg) en diferentes intervalos post-
entrenamiento (inmediatamente, a los 10 min y 60 min) sélo deterior6 la ejecucién de la tarea de
evitacion inhibitoria cuando se administré inmediatamente (Swartzwelder, Tilson, McLamb &
Wilson, 1987).

Cuando se administré el baclofen en diferentes estructuras cerebrales, después del
entrenamiento en el laberinto radial, se¢ encontré6 que en la regién intraseptal deteriord la
memoria de trabajo con la dosis de 3 nM, pero no con 1.5 6 0.75 nM (Stackman & Walsh, 1994).
En otro estudio el baclofen también deterioré la memoria de trabajo, pero no la memoria de
referencia cuando se administro en el niicleo magnocelular (De Sousa, Beninger, Jhamandas &
Boegman, 1994). La inyeccién intracerebroventricular de varias dosis de baclofen (0.25-2.0 pg
/2 pl) post-entrenamiento redujo la retencién en ratas en evitacién inhibitoria (Zarrindast,
Khodjastehfar, Oryan, & Torkaman-Boutorabi, 2001).

Se ha sugerido que los antagonistas GABAB tienen un efecto facilitatorio en la memoria.
El uso de los antagonistas sintéticos saclofen, 2-hidroxisaclofen y faclofen que fueron los
primeros antagonistas derivados fosfonicos del baclofen, bloquean el sitio de los receptores
GABAB, pero no atraviesan la barrera hematoencefalica (Bowery, 1993), lo que ha hecho dificil
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evaluar su efecto conductual después de la inyeccién sistémica y es necesario su aplicacién
intracerebral para poder evaluarlos. El deterioro en la memoria de trabajo inducido por baclofen
en el nicleo magnocelular fue revertido por el faclofen (De Sousa et al., 1994). En la corteza
estriada de gatos el faclofen antagonizé la supresion inducida por baclofen en el registro de
potenciales evocados visuales (Baumfalk & Albus, 1988). _

En el 4rea ventral tegmental, el faclofen en las dosis de 500 y 1000 ng produjo un efecto
facilitatorio s6lo con la dosis de 500 ng en la respuesta locomotora (Trojniar & Klejbor, 1999)

La administracién del antagonista GABAB CGP36742 (0.3 a 100 mg/kg) por via
sistémica antes o después del entrenamiento, mejoraron la retencion de las tareas de evitacién
pasiva, aprendizaje social y aprendizaje espacial en ratas, ratones y monos (Mondadori, Jaekel &
Preiswerk, 1993). En una cepa de ratas con crisis epileptégenas, los antagonistas orales GABAB
CGP36742, CGP56433, y CGP61334 produjeron mejoria en la ejecucion de evitacién activa en
comparacién con las ratas no epilépticas (Getowa, Bowery & Spassov, 1997). Los antagonistas
CGP71892 y CGP55845 (0.01 a 1.0 mg/kg) en ratas mejoraron la retencién en evitacion activa
en todas las dosis empleadas, mientras que el CGP 62349 s6lo fue activo con la dosis de 0.01
mg/kg (Getowa & Bowery, 1998).
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5. FACTORES QUE MODIFICAN EL EFECTO DE LAS DROGAS EN EL
APRENDIZAJE Y MEMORIA

En la revisién realizada resulta evidente que existen marcadas diferencias entre los
resultados obtenidos. Algunas de estas diferencias pueden atribuirse a variables farmacolégicas
como el tipo de farmaco empleado, la dosis, la via de administracién, variables biolégicas como
el sexo de los sujetos, la especie, €l peso, la edad, la temperatura y otras a variables conductuales
como la fase de la memoria que se evalda, los programas de reforzamiento, el tipo de reforzador
positivo o negativo, la tasa de respuestas, la intensidad del estimulo, tiempo de administracién
del farmaco y el fendmeno conocido como aprendizaje dependiente de estado. La influencia de
estos factores modifica el efecto de los farmacos. Algunas de estas variables que se consideran
de interés para el presente trabajo, se analizaran a continuacién.

5.1 Administracién de firmacos pre-entrenamiento y post-entrenamiento. La fase de
la memoria que se analiza es importante pues cuando los trabajos estin relacionados con la
adquisicién de una respuesta nueva la administracién de drogas previas al entrenamiento pueden
alterar la conducta debido a efectos directos de la droga en el umbral al dolor, en la actividad
motora, en la alteracién de los mecanismos sensoriales (McGaugh & Gold, 1989). Existen en la
actualidad varias investigaciones en humanos y animales que ponen de manifiesto que los
tratamientos post-entrenamiento alteran la retencién. La memoria se examina a diferentes
intervalos después del entrenamiento dependiendo de si se esta estudiando memoria de corto o
de largo plazo. Una droga administrada inmediatamente después del entrenamiento influye en la
consolidacion. Los estudios farmacoldgicos han revelado que los procesos de almacenamiento de
la memoria estAn modulados por la accién de sistemas endogenos activados por las experiencias
del aprendizaje. Hay evidencias considerables de que la retenciéon puede ser modulada por la
administracién de hormonas neuromoduladoras que son normalmente liberadas por experiencias
comparadas a las utilizadas en ¢l entrenamiento. Existe evidencia de que la administracién de
drogas adrenérgicas y noradrenérgicas producen mejoria de la memoria en diferentes tareas. La
adrenalina mejora la memoria en ratas y ratones, en una gran variedad de tareas motivadas
apetitiva y aversivamente. La administracién sistémica de adrenalina después del entrenamiento
deterior6 la ejecucién en evitacién inhibitoria (McGaugh & Cahill, 1997); sin embargo existen
reportes de que la misma dosis de adrenalina administrada post-entrenamiento con un choque de

baja intensidad aumenta la retencién en evitacidn inhibitoria y genera amnesia cuando se
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administra después del entrenamiento con un choque de alta intensidad (Gold & Zornetzer,
1983), con el propésito de correlacionar estos resultados con los niveles plasméticos de
adrenalina, se implantaron electrodos en la amigdala de ratas y se administraron choques de alta
o baja intensidad y se encontr6 que las bajas intensidades producian niveles plasmaticos bajos de
adrenalina y no mejoraron Ja ejecucién de los sujetos en la prueba de retencién; en tanto que las
intensidades altas produjeron niveles plasméticos altos de adrenalina y los sujetos tuvieron una
buena retencién. En este mismo estudio se encontré que la administracién subcutinea de
adrenalina post-entrenamiento en evitacién inhibitoria con la aplicacién de choques de baja
intensidad, con la dosis de 0.1 mg/kg se obtenia buena retencién y cuando se utilizaron dosis de
adrenalina cinco veces mayores (0.5 mg/kg) se generé amnesia; por lo que se considera que las
dosis de adrenalina muy bajas o muy altas deterioran la retencién (Gold & Zometzer, 1983).

También hay evidencias de que la retencién puede ser influida por tratamientos que
alteran el funcionamiento de estos sistemas neuromoduladores. En la mayoria de los estudios en
los que aplicaron antagonistas adrenérgicos se ha reportado deterioro en la ejecucion en diversas
tareas. La administracién sistémica del antagonista B-adrenérgico propranolol (5 mg/kg) en ratas
que fueron sometidas a una tarea de aprendizaje estresante como el laberinto de Morris, y
clasificadas como “buenos aprendedores” y “pobres aprendedores”, se observé una amnesia
robusta en los buenos aprendedores, pero no hubo un efecto significativo en los pobres
aprendedores (Cahill, Pham & Setlow, 2000).

Es de interés el hecho de que el efecto de tales tratamientos es dependiente del tiempo.
La retencién puede ser incrementada por una amplia variedad de drogas cuando se administra
inmediatamente después del entrenamiento en los primeros segundos o minutos después de la
adquisicién, las memorias son més 14biles y muy susceptibles al efecto de las drogas (McGaugh,
1973; Squire, 1987); ya que los animales no estan bajo la influencia de las drogas en el
entrenamiento ni en la prueba posterior de retencién, los resultados de estos estudios son
interpretados como indice de que los tratamientos influyen sobre la memoria por modulacién en
¢l almacenamiento de la informacién.

Las investigaciones en esta area han involucrado mecanismos de consolidacién de la
memoria e implican sistemas de neurotransmisores de sinapsis excitatorias, glutamatérgicas y
colinérgicas inhibidas por sinapsis GABAérgicas y moduladas por terminales noradrenérgicas,
asi como de otros sistemas de neuromoduladores. Diversas drogas aplicadas después del
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entrenamiento pueden inducir un estado peculiar que puede ser reproducido al tiempo de la
prueba para obtener la recuperacion. En este caso, las drogas no afectan la consolidacién, pero
adicionan informacién a la memoria, la cual puede ser usada como clave al tiempo de realizar la
prueba para poder recuperar la informacion. La administraciéon de la misma droga después del
periodo de consolidacion, pero antes de la prueba, no tendria efecto en el entrenamiento, ni en la
prueba.

5.2 Via de administracién. Las drogas pueden ser administradas por diferentes vias. Las
vias de administracion mas empleadas en estos estudios son la administracién sistémica y la
intracerebral. La de via administraciéon de los firmacos es importante porque determina la
cinética y farmacodinamia que seguira la droga en el organismo. Asi, por ejemplo la inyeccién
sistémica no permite identificar los sitios de accién en el cerebro, los estudios que utilizan
microinfusiones de drogas en regiones especificas del cerebro, tienen la ventaja de que los
firmacos no tienen que cruzar por diferentes compartimentos incluyendo la barrera
hematoencefalica ademas que se aplican directamente en zonas de las estructuras cerebrales cuya
participacion en la formacion de la memoria se desea conocer.

5.3 Dosis. La mejoria o deterioro de la ejecucion que se observa también depende de la
dosis de la droga. Asi grupos de ratas entrenadas en evitacion inhibitoria (0.7 mA) y qué después
del entrenamiento recibieron solucién salina 6 0.03, 0.3 o 3.0 mg/kg, ip de ACTH, cuando
fueron evaluadas 24 horas después se observd que las dosis bajas mejoraron la retencion,
mientras que las dosis altas la deterioraron (Martinez, 1985). La anfetamina (1, 5, 10 mg/kg),
cuando se administré por via sistémica en ratones hembras de la cepa CF-1, 20 min antes del
entrenamiento deterior6 el aprendizaje en evitacién inhibitoria (320 mA 0.8 s) con las dosis de 5
y 10 mg/kg, pero no hubo efecto con la dosis de 1 mg/kg (Bammer, 1982).

5.4 Magnitud del estimulo: Una variable que ha sido de interés en los procesos de
aprendizaje y memoria es la intensidad del estimulo debido a que puede modificar la respuesta a
los fdrmacos. Al entrenar a los sujetos con choque de baja intensidad, los sujetos, muestran
latencias cortas de retencién, a diferencia de los que son entrenados con una intensidad de
choque mayor y que presentan latencias de retencion largas (Gold & Zometzer, 1983).

Grupos de ratas entrenadas en evitacién inhibitoria con 4 diferentes intensidades de
choque e inyectados con ACTH (3.0 o 6.0 mg/kg, i.p) después del entrenamiento y probados 24
h mas tarde, en la intensidad de 0.4 mA ambas dosis d¢ ACTH mejoraron la memoria; con
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0.5mA sélo hubo mejoria en la dosis de 3.0 mg/kg y cuando el choque se incrementé a 0.7 y 2.0
mA, ambas dosis de ACTH produjeron deterioro de la retencion (Martinez, 1985).

‘ 5.5 Programas de reforzamiento: La relevancia de los programas de reforzamiento han
tenido una influencia considerable en el desarrollo de la farmacologia conductual. Cada
programa de reforzamiento genera diferente patron y diferente tasa de respuestas. Estos patrones
son confiables y predecibles y son sensibles a los efectos de muchas drogas (McKim, 1986).
Algunos programas especificos son m4s sensibles a algunas drogas que a otras, y drogas
similares afectan la conducta controlada por programas en una manera similar. Se han
encontrado diferencias en el desarrollo de la respuesta como resultado de diferentes programas;
Kelleher y Morse (1968), entrenaron monos inicialmente bajo un programa de intervalo variable
con la presentacion de alimento y también recibfan un choque eléctrico para la primera respuesta
después de 10 min; més tarde el programa de alimento fue eliminado y un patrén de respuesta
fue mantenido bajo un programa de intervalo fijo de presentacién del choque. En una fase de
estos experimentos, cada 10 min, el ciclo de intervalo fijo fue seguido por 1 periodo de I min en
el cual cada respuesta producia un choque. Bajo estos dos componentes, la respuesta fue
mantenida con el programa de intervalo fijo pero file marcadamente suprimida bajo el programa
de razén fija durante el min 11. Entonces, si €l choque mantiene o suprime una respuesta
depende del programa bajo el cual éste se presenta. En otro experimento con monos, se demostro
el mantenimiento y la supresion de una respuesta bajo un programa multiple de presentacion de
choque con entrenamiento previo bajo un programa de evitacién, la respuesta fue mantenida bajo
un programa de intervalo variable de 3 min con la presentacién de choque, durante ciertos
segmentos de cada sesion experimental el color de la luz en la cAmara fue diferente y los
choques fueron presentados bajo un programa de respuesta de razén fija. La respuesta fue
mantenida bajo el programa de intervalo variable pero fue suprimida dufante el programa de
razon fija de una respuesta (McKearney & Barret 1985).

5.6 Tasa de respuesta. Se ha descrito que el efecto de las drogas es dependiente de la
tasa de respuestas generadas por los diferentes programas. Con programas que generan tasas de
respuesta bajas, en los grupos control el efecto del farmaco seré elevar la tasa de respuesta y con
tasas altas el efecto del farmaco sera bajar la tasa. Dews observé los efectos de la metanfetaminz
en la respuesta de picoteo de pichones bajo diferentes programas de presentacién de alimento:

intervalo fijo (IF), razén fija (RF). Cuando el alimento fue presentado para cada cincuent
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picoteos (RF50) con una respuesta promedio de una vez por minuto, las tasas control de
respuesta fueron altas (una respuesta por segundo) mientras que cuando el alimento fue
presentado con un programa de intervalo fijo de 15 min (IF15) o bajo un programa de razén fija
de 900 respuestas (RF900) las tasas control de respuesta fueron bajas (0.1-0.2 respuesta por
segundo), la metanfetamina en las tasas control altas decremento la tasa de respuestas con dosis
altas y con dosis bajas tuvo poco efecto por otro lado cuando la tasa control fue baja increment6
la respuesta en dosis bajas e intermedias y decrement6 la respuesta s6lo con las dosis altas. Los
efectos de metanfetamina parecen depender de la tasa de respuesta control generada bajo estos
programas. Entonces la misma dosis de metanfetamina podria incrementar o decrementar la
respuesta, dependiendo de la tasa de respuestas control. En otro estudio Verhave (1963) evalué
el efecto de metanfetamina en la tasa de respuesta de evitacién en ratas bajo diferentes
programas de presion de palanca. La metanfetamina fue administrada en diferentes tiempos
después del inicio de la primera sesion de entrenamiento y encontré que produjo un incremento
en la tasa de respuesta de presion de palanca hasta de un 50% respecto a la linea base y un
decremento en el nimero de choques recibidos, cuando se administra en los primeros periodos
del entrenamiento. Este efecto dependiente de tasa se ha descrito para otras drogas incluyendo
aminas simpatomiméticas, barbituricos, benzodiazepinas, fenotiazinas y compuestos triciclicos
entre otras (McKearney & Barret, 1985).

5.7 Reforzamiento positivo y negative. En muchas circunstancias ciertos estimulos son
reforzantes cuando se presentan, mientras otros estimulos son reforzantes cuando se terminan o
posponen. Esta diferencia es la base para la distincion entre reforzamiento positivo y
reforzamiento negativo. Son reforzadores positivos, aquéllos que con su presentacion aumentan
la realizacién de una respuesta, por ejemplo, la comida, y el agua; los reforzadores negativos
producen un aumento en la respuesta cuando se remueven a continuacién de una respuesta, por
ejemplo, un choque eléctrico o un ruido. Una gran variedad de experimentos han demostrado que
el mismo evento puede servir como reforzador positivo o negativo dependiente de otros factores
mas que de las caracteristicas intrinsecas del estimulo, esto dependera del programa bajo el cual
el estimulo es presentado o terminado; de la privacion de alimento, etc. Por ejemplo en un
experimento de Premack (1971) se evaluaron las probabilidades relativas de beber o correr en
ratas a las que se les restringié el acceso a una rueda de actividad o a una botella de agua y se

encontr6 que mientras las ratas privadas de la rueda de actividad incrementaron su ingesta de

54



agua cuando tuvieron acceso a la rueda, y las ratas privadas de agua pero con libre acceso a la
rueda de actividad, suprimieron la ingesta de agua cuando se realizé una carrera forzada en la
rueda de actividad.

5.8 Tiempo de administracién. La respuesta a las drogas en la memoria puede
modificarse dependiendo del tiempo en que ésta se administre, la eficacia de un tratamiento
puede decrementar cuando aumenta el tiempo entre el entrenamiento y la administracién del
tratamiento. Por ejemplo la administracién de adrenalina 0.1 mg/kg, intraperitoneal a diferentes
intervalos después del entrenamiento en evitacién inhibitoria produjo mejoria cuando se
administré inmediatamente después del entrenamiento y a los 10 min, pero no cuando se
administré a los 30 y 60 min siguientes al entrenamiento de evitacidn inhibitoria (Martinez,
1985).

Cuando se administra el farmaco antes del entrenamiento se esta actuando sobre la fase de
adquisicion de la tarea y cuando la droga se aplica después del entrenamiento se incide sobre
fase de consolidacion. Por lo tanto la evaluacién del tratamiento estar4 en funcién del tiempo con
respecto al entrenamiento sobre el que se esta actuando.

5.9 Aprendizaje dependiente de Estado. Overton (1991) menciona que en el
aprendizaje dependiente de estado, el sujeto es capaz de recordar sélo si se encuentra en una
situacién o estado fisiologico similar al que ocurrié durante la experiencia de aprendizaje o
adquisicién. El aprendizaje dependiente de estado se produce como resultado de cambiar la
configuracién de los estimulos que se presentan al organismo durante la sesién de entrenamiento
y la de prueba. Los estudios conducidos por Auld (1951) y Miller (1957) (citados en Overton,
1991), utilizando un disefio experimental factorial 2x2, permitieron evaluar las condiciones en
que se produce el desarrollo de aprendizaje dependiente de estado. De tal forma que cuando se
entrena sin droga y se prueba sin droga no hay alteraciones en la ejecucion y no ocurre
aprendizaje dependiente de estado; pero si se entrena sin droga y se prueba con droga puede
ocurrir aprendizaje dependiente de estado al igual que si se entrena con droga y se prueba sin
droga, debido a que el estado inducido por el farmaco es diferente, en estos casos se observan
déficits en la ejecucion; en la {iltima condicién, se entrena y prueba bajo el efecto de la droga, si
el efecto en cuestién no es dependiente del estado entonces se esperaria observar déficit en la
ejecucién. Uno de los experimentos clasicos de Overton (1964) fue realizado con ratas sometidas

al aprendizaje de una tarea en el laberinto "T", siguiendo el mismo disefio 2x2; donde se
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administré pentobarbital 25 mg/kg y se encontré que el grupo que recibié entrenamiento sin
droga, y prueba sin droga no tuvo efecto en la ejecucion, un segundo grupo que se entrend con
droga y probo sin droga mostré déficit en la ejecucién, en un tercer grupo tratado sin droga en el
entrenamiento y con droga en la prueba se observé deterioro de la ejecucién y el grupo tratado
con pentobarbital en el entrenamiento y la prueba no tuvo efecto en la ejecucion. Overton probd
con este experimento que es posible desarrollar dos tendencias de respuesta opuestas, durante la
prueba en estados con y sin droga, alterando los ensayos de adiestramiento en las dos
condiciones, y se afectaria la adquisicién de la memoria. Overton (1991) demostré que la
cantidad de aprendizaje dependiente de estado causada por una sustancia en particular, puede
variar marcadamente de una tarea a otra. Se ha reportado aprendizaje ligado a estado en el
procedimiento de evitacion inhibitoria con barbitiricos, anticolinérgicos, amfetaminas, reserpina,
fisostigmina, mecamilamina, propranolol, apomorfina y 5-HTP, (Bammer, 1982).

Asi como se ha reportado que cuando los sujetos son entrenados y evaluados en un estado
farmacol6gico diferente, cuando reciben la droga antes del entrenamiento y la prueba, la
ejecucion se puede ver alterada, también se ha propuesto que puede presentarse el fenémeno de
dependencia de estado cuando Jos sujetos reciben la droga después del entrenamiento. Esto seria
equivalente a que la consolidacién es dependiente de estado (Izquierdo, 1984).

Se ha atribuido el desarrollo del aprendizaje dependiente de estado a los cambios
endégenos inducidos por drogas en sistemas neurochumorales u hormonales que participan en el
proceso de consolidacion (Izquierdo, 1984, 1989). Izquierdo (1984) sugiere que una gran
variedad de drogas y substancias enddgenas se pueden incorporar a la experiencia de aprendizaje
como sefiales y formar un registro diferente en el que se suman la experiencia del entrenamiento
més la informacién de la droga en el post-entrenamiento. Los cambios exteroceptivos o
interoceptivos producidos por las drogas establecen que la informacién que es almacenada en el
sistema nervioso central, mientras éste se halla en un estado especifico, resulta mas ficil de
recuperar cuando vuelve a probarse bajo el mismo estado, aunque hayan sido perturbadas
agudamente por esa circunstancia algunas de las funciones normales del sistema nervioso. Por
ejemplo se ha encontrado que las inyecciones de B-endorfina administradas previas a la prueba
de retencion atentian la amnesia inducida por las inyecciones de B-endorfina administradas post-
entrenamiento (McGaugh, 1989). En animales que no reciben tratamiento post-entrenamiento
con P-endorfina, la ejecucién es mejorada por la administracién de B-endorfina o por una
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experiencia nueva antes de la prueba. Por lo que no es claro de estos estudios que el efecto de
deterioro de la B-endorfina o cualquier otro tratamiento post-entrenamiento es debido a la
induccién de dependencia de estado. Parece poco probable que la mejoria de la retencién
producida por los tratamientos post-entrenamiento esté basada en la induccién de dependencia de
estado, porque en tales experimentos, la mejoria de la retencién se ve atin cuando no se dan
tratamientos previos a la prueba de retencién. Una interpretacién de aprendizaje dependiente de
estado aplicada a los tratamientos post-entrenamientos que mejoran la retencién, puede requerir
que se asuma que el estado inducido en el cerebro siguiente al entrenamiento es congruente con
el que normalmente ocurre en tales animales cuando no se da tratamiento previo a la prueba de
retencion. Pero se asume que tal congruencia es la base de los efectos de mejoria de ]la memoria
de las inyecciones post-entrenamiento de drogas y hormonas. La administracién de las mismas
drogas u hormonas previas a la prueba podria esperarse que decrementen tal congruencia y

entonces, atente la mejoria de la retencién (McGaugh, 1989).
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6. EL. CUERPO ESTRIADO

El cuerpo estriado es una estructura anatomofuncional que forma parte de! sistema de
los ganglios basales. Los componentes de los ganglios basales se han relacionado con el sistema
de la memoria implicita o procedural (Bermidez-Rattoni, Mujica-Gonzilez & Prado-Alcala,
1986; Cobos-Zapiain, Salado-Castillo, Sanchez-Alavez, Quirarte, Rold4n, Rold4n, Diaz del
Guante & Prado-Alcald 1996; McDonald & White, 1994; Setlow, & McGaugh, 1999; Squire,
1987). Los ganglios basales comprenden los siguientes nicleos: el niicleo caudado, el putamen,
el globo pélido (segmentos interno y externo), la sustancia negra (parte compacta y parte
reticulada), el nicleo subtalamico, el tubérculo olfatorio y el niicleo accumbens (Bargas,
Galérraga & Aceves, 1998; Heimer, Zahm & Alheid, 1995; Mink, 1999). Los ganglios basales se
encuentran organizados en diferentes niveles subcorticales y todos estan interconectados
topogréficamente (Alexander & Crutcher, 1990; Alexander, De Long & Strick, 1986; Loopuijt &
Van Der Kooy, 1985; Lovinger & Tyler, 1996). Los efectos de la inactivacién funcional con
drogas o de lesiones en las conexiones de los ganglios basales producen trastornos en la
ejecucion de tareas aprendidas que sugieren que estos nicleos subcorticales pueden participar en
la integracion y almacenamiento de respuestas aprendidas (Kirkby & Kimble,1968; Packard &
McGaugh, 1996; Prado-Alcald, Grinberg, Arditti, Garcia, Prieto & Brust-Carmon;x,- 1975).
Actualmente se acepta que el cuerpo estriado desempefia una funcion importante en la
adquisicion y ﬁlantenirniento de respuestas condicionadas instrumentales, por lo menos aquéllas
en las que es importante la actividad motora, asi como en la consolidacién de la memoria de este
tipo de tareas (Bermidez-Rattoni & Prado Alcal4, 2001).

6.1 El cuerpo estriado. Esta formado por el nicleo caudado, el putamen (que juntos
forman el neoestriado), el nicleo accumbens y el globo pilido (Heimer et al., 1995; Wilson
1998). El neoestriado y el accumbens, se consideran la regién receptiva de muchas de las
entradas aferentes que traen informacién de las distintas regiones de la corteza cerebral y en
especial de las 4reas sensoriales, motoras, premotoras de asociacién, limbicas, amigdalinas e
hipocampicas; y son el origen de dos de las vias eferentes directa e indirecta que emergen de los
ganglios basales (Bolam, Powell, Totterdell & Smith, 1981; Kandel et al., 1997; Wilson, 1998).
En los roedores el caudado y el putamen son una sola estructura; en otros mamiferos como los
primates, el neoestriado es una estructura de mayor tamafio y la cipsula interna forma una

lédmina gruesa de fibras que separa casi completamente el micleo caudado del putamen (Kemp &
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Powell, 1971). El nicleo caudado, tiene la forma de una “C”, y posee una cabeza que forma el
piso del cuemno anterior del ventriculo lateral; el cuerpo ocupa una posicion suprataldmica y la
cola que es larga y disminuye a partir del agujero interventricular. El putamen se localiza lateral
al globo palido y medial a la c4psula externa (Arbib, Erdi & Zenthégotai, 1998; Wilson, 1998).

6.2 Organizacién del estriado. El estriado en los mamiferos, estd organizado en un
sistema dorsal y un sistema ventral (Bargas et~al., 1998; Heimer et al., 1995; Marin, Smeets &
Gonzilez, 1998). El estriado dorsal est4 formado por el niicleo caudado, el putamen y tiene una
apariencia estriada provocada por las fibras corticales descendentes que los atraviesan, estd
limitado medialmente por.el ventriculo lateral, la estria terminal y el globo palido. El estriado
ventral se forma por las partes ventromediales del caudado y del putamen, el niicleo accumbens
y del tubérculo olfatorio; se puede considerar una continuacién del estriado dorsal, debido a que
no existen limites muy claros entre las dos regiones (Graybiel et al., 1979; Heimer et al., 1995).

Con el fin de determinar la localizacién estereotaxica y poder evaluar las caracteristicas
farmacolégicas y conductuales del neoestriado; algunos investigadores han hecho una divisién
de manera arbitraria en dorsal y ventral (Neill & Grossman, 1970) o en siete zonas en las que se
reconocen las regiones anteriores, posteriores, dorsales, ventrales, mediales y laterales (Prado-
Alcal4, Maldonado & Vazquez Ning, 1979; Salado-Castillo et al., 1996); algunas regiones como
la dorsolateral coinciden con las zonas de organizacién somatosensorial identificadas por Brown
y Sharp (1995).

6.3 Células del estriado. El tipo mas abundante de célula en el estriado es la neurona
espinosa mediana tipo I (10-20 um), descrita desde 1911 por Ramén y Cajal como una neurona
cuyas dendritas primarias, secundarias y terciarias se encuentran densamente cubiertas de
espinas que forman un 4rbol dendritico esférico u ovoide con un didmetro de 250-500 um
(Bolam et al., 1981; Bolam et al., 2000; Bolam & Smith 1990; Kemp & Powell, 1971). Esta
célula constituye el 95% de la poblacién celular del estriado; es el blanco principal de las
eferentes corticales y es la célula de proyeccién por excelencia del estriado (Wilson, 1998). El
estriado ha sido considerado como una estructura de dominio inhibitorio por la presencia de
neuronas espinosas medianas que tienen como neurotransmisor principal al GABA. Las
neuronas espinosas medianas se dividen en dos poblaciones de acuerdo a la presencia de
neuropéptidos que contienen y al tipo de receptor dopaminérgico que expresen. Una poblacion

de células contiene dinorfina y sustancia P y expresa los receptores D1 y la otra poblacién

59



contiene encefalina y expresa los receptores D2. La principal entrada a las neuronas espinosas
medianas proviene de las fibras corticoestriatales que utilizan el glutamato como
neurotransmisor y también se han descrito entradas de terminales dopaminérgicas y
GABAérgicas que provienen de la sustancia negra (Bolam & Izzo, 1987; Parent, 1990; Lovinger
& Tyler 1998; Bennett & Wilson, 2000).

Se han identificado diversos tipos de interneuronas en el estriado.

1. Las interneuronas gigantes de tipo colinérgico representan menos del 1 al 2% de todas
las células en el neoestriado, cuyo soma mide entre 20-50 pm; se han encontrado tres tipos de
interneuronas gigantes en el estriado. La Tipo 1 es una neurona que posee un cuerpo alargado en
forma triangular o poligonal con prolongaciones dendriticas largas y especialmente arborizadas.
La Tipo 2 es una neurona de forma oval con una gran cantidad de dendritas que se originan de
practicamente toda la célula dandole una apariencia estrellada. Las células de Tipo 3 se localizan
casi exclusivamente en la region ventral del estriado, son neuronas gigantes con procesos
dendriticos hasta de 750-1000 pm de longitud (Bolam, Hanley, Booth & Bevan, 2000; Bolam &
Smith, 1990; Shepherd & Koch 1998). No obstante que estas neuronas son pocas en niimero, Sus
arborizaciones axonales son muy largas y densas y proveen de una inervacién colinérgica muy
rica al neoestriado; con técnicas de inmunoreactividad se ha encontrado una alta densidad de
neuronas colino-acetil transferasa positivas en el neoestriado dorsolateral (Bennet & Wilson,
2000); la ACh que contienen sus axones no participa en las proyecciones eferentes al globo
palido ni a la sustancia negra. Se ha encontrado que las interneuronas gigantes colinérgicas que
forman sinapsis con las neuronas espinosas medianas GABAérgicas mediadas por receptores
GABAA y GABAB y reciben entrada cortical glutamatérgica y dopaminérgica de la sustancia
negra (Bolam & Izzo, 1987; Shepherd & Koch, 1998; Wilson, 1998; Bennet & Wilson, 2000,
Waldvogel et al., 1998, 2004).

2. Interneuronas medianas espinosas. Usualmente se dividen en dos categorias cuya
diferencia mas evidente es la existencia de dendritas lisas y con varicosidades prominentes. Estas
células son de tamafio mediano, a diferencia de las neuronas de proyeccién, no poseen las
caracteristicas de espinas dendriticas y en cambio presentan una mayor varicosidad, ademéis de
presentar un soma més grande. Se ha reportado que las interneuronas espinosas contienen
neuropéptido Y, somatostatina, glutamato y dopamina provenientes de la corteza y de la
sustancia negra (Bolam & Izzo, 1997; Shepherd & Koch, 1998).
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3. Las células en canasta que contienen GABA y parvalbiimina; representan entre el 3 y
5% del contenido celular del neoestriado, se localizan alrededor de los somas de las neuronas
espinosas medianas en las zonas dorsales y ventrales del estriado (Riedel, Hartig, Frischy,
Bruckner, Seifert & Brauer, 1998).

4. Interneuronas que contienen somatostatina y oxido nitrico sintetasa. Estas células
representan entre el 1 y 2% de la poblacién total de neuronas (Shepherd & Koch, 1998).

5. Interneuronas que contienen calretinina. Es un tercer grupo de interneuronas
GABA¢érgicas que contienen proteina calretinina ligada a calcio (Shepherd & Koch 1998).

6.4 Compartimentalizacién del neoestriado. Mediante el uso de anticuerpos,
marcadores citoquimicos y estudios autorradiograficos se ha encontrado que €l neoestriado en
los mamiferos es una estructura heterogénea, que exhibe al menos tres niveles de organizacion
neuroquimica y anatémica.

En el primer nivel el neostriado presenta varios compartimentos de parches o estriosomas
separados por una matriz. Los parches o estriosomas, fueron identificados primero en humanos,
monos y gatos, corresponden a pequefias dreas donde existen receptores j 0pidceos, son ricos en
encefalinas y sustancia P y tienen baja actividad de colinesterasa (Heimer et al., 1995; Lovinger
& Tyler, 1996). Otro compartimiento es la matriz, donde los axones de las interneuronas
colinérgicas son mis densos y en muchas especies tiene una actividad alta en acetilcolinesterasa.
Los estudios realizados por Gerfen en 1984 demostraron que los dos compartimentos tienen
conexiones distintas; en los parches se han encontrado proyecciones de un area medial frontal de
la amigdala y el hipocampo). La matriz recibe aferencias de 4reas sensoriales y motoras de la
corteza y proyecta a la parte reticulada de la sustancia negra y de alli proyecta al tilamo y
coliculo superior a través de las vias no dopaminérgicas nigrotalamica y nigrotectal y a la regién
palidal. También se ha demostrado que en los dos compartimentos existe modulacién
dopaminérgica para la liberacién intraestriatal de ACh (Alexander & Crutcher, 1990). Las
células de los estriosomas y la matriz son bioquimicamente diferentes, pero el significado
funcional de esta diferencia no se conoce aun.

El segundo nivel lo constituye la organizacién de entradas al neoestriado que en el caso
de la proyeccion corticoestriatal exhibe patrones de inervacién los cuales estin ambos
organizados topogréficamente y estdn dirigidos a blancos de un compartimento especifico
(Bennet & Wilson, 2000; Brown, 1992; Gerfen, 1984, 1989; Graybiel & Ragsdale, 1979).
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En el tercer nivel se encuentran las eferencias que se originan del neoestriado donde las
neuronas del compartimento de la matriz proyectan al globo palido, al micleo entopeduncular y a
la parte reticulada de la sustancia negra y las neuronas del compartimento de parches proyectan a
la parte compacta de la sustancia negra (Bolam & Smith, 1990; Gerfen, 1989; Gerfen, Engber,
Mahan, Susel, Chase, Monsma & Sibley, 1990; Jiménez-Castellanos & Graybiel, 1989).Las
proyecciones estriatoentopedunculares y estriatonigrales son referidas como la via directa y las
proyecciones estriatopalidales son referidas como la via indirecta (Gerfen, 1984; Gerfen, 1989;
Smith, Bevan, Shink & Bolam, 1998). En el diagrama 1 se muestran las vias aferentes y

eferentes del neoestriado asi como de los neurotransmisores que se han identificado.

CIRCUITOS DE LOS GANGLIOS BASALES

Corteza Prefrontal, Sensoriomotora, Corteza Suplementaria, Corteza Premotora
Insular, Amigdala Motora y Cingulada Motora y Prefrontal
F 3
d Glu Glu Glu Glu
Neoestriado Télamo .
Estriosomas (ACh ,  Matriz IL VL VA, MD
I
DA GABA] GABA, SPyDyn GABA, SP Y Dyn GPi GABA] GABA
_ i
SNc GABA, EncyNt GABA
> GPe =p] STN
\ Gy,
SNr -
k 7 > - ;
Coliculo Superior
Tallo Cerebral

Diagrama 1. Principales aferentes y eferentes de los ganglios basales; en el diagrama se muestra la
compartimentalizacion de la entrada cortical hacia el estriado en mamiferos. Las neuronas de proyeccién
de los estriosomas proyectan hacia la SNc y reciben aferentes de ella. Las neuronas espinosas medianas
de la matriz proyectan hacia la SNr, al GPi y GPe. El GPi, proyecta hacia el tdlamo VL, y éste a su vez
envia terminales a regiones motoras de la corteza. El Gpe mantiene proyecciones reciprocas al STN,
quien a su vez proyecta hacia la SNr. La SNr proyecta al tillamo VA y MD. Estos niicleos proyectan hacia
las regiones limbicas de la corteza. Los sistemas neuroquimicos que participan en la mayoria de estas vias
son: ACh, DA, Dyn, Enc, Glu, GABA, Nt y SP (Modificado de Wilson, 1998).
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6.5 Conexiones aferentes al estriado. Las principales aferencias al estriado provienen
de la corteza cerebral, de partes del niicleo intralaminar del talamo y del mesencéfalo (Wilson,
1998).

Fibras corticoestriadas. La mayor cantidad de aferencias al estriado provienen de la
corteza cerebral (Figura 2) de las neuronas de las Capas 5, 3 y 6 (Gerfen, 1989; Wilson, 1998).
Las proyecciones aferentes corticoestriadas se han podido caracterizar mediante el uso del
método de degeneraciéon de fibras (Bolam et al,, 2000; Bolam & Smith, 1990) y se ha
demostrado que las proyecciones de las tres capas se originan como colaterales de axones que
proyectan a otras areas de -la corteza ipsilateral o contralateral o al estriado contralateral (Heimer
et al., 1995). Las fibras terminan primariamente en las espinas dendriticas de las neuronas
medianas espinosas de proyeccion, tanto en el estriado dorsal como en el ventral (Kincade,
Zheng & Wilson, 1998). Las fibras corticoestriadas se organizan de manera topogréfica en tres
zonas del estriado distintas: 1) sensoriomotora, 2) asociativa y 3) limbica. La primera recibe sus
aferencias de las areas corticales sensitivas y motoras. La segunda recibe fibras de las cortezas
de asociaci6n y la Gltima recibe aferencias de las areas corticales limbicas y paralimbicas (Finch,
Gigg, Tan & Kosoyan, 1995). La organizacién topografica del estriado dada por las
proyecciones de la corteza motora varia considerablemente; ya que las cortezas motora primaria
(Area 4), premotora y suplementaria inciden en el putamen junto con las 4reas senmsitivas
primarias 3, 1 y 2 que participan en el circuito motor (Brown & Sharp, 1995). El niicleo caudado
recibe mas fibras de los circuitos oculomotor, prefrontal, orbitofrontal que estén relacionadas con
los movimientos oculares y del cuello, y también recibe proyecciones de las 4reas de asociacion
de los 16bulos frontal y parietal.

Las éreas corticales del l6bulo temporal y la corteza premotora, proyectan extensamente
a ambas subdivisiones del estriado (Arbib et al., 1998) mientras que las fibras del circuito
limbico proyectan a estructuras del estriado ventral (Finch et al., 1995).

Otras proyecciones por regiones se han descrito casi exclusivamente desde la corteza
prefrontal al niicleo caudado en primates, gatos y ratas (Brown & Sharp, 1995; Divac, Enger &
Szwarcbart, 1967; Gerfen, 1984; McGeorge & Faull, 1989). Se ha descrito que las 4reas
corticales conectadas por fibras de asociacion ipsilaterales son parecidas a aquéllas de la corteza
de la cual reciben proyecciones. Las proyecciones corticoestriadas de las 4reas motora y

sensorial son bilaterales con un predominio ipsilateral (Brown, 1992; Brown & Sharp, 1995;
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McGeorge & Faull, 1987). La entrada cortical a las neuronas espinosas estriatales es modulada
por las vias extrinsecas dopaminérgicas, colinérgicas y GABAérgicas asi como de intemeuronas
locales, que realizan el contacto sindptico en el cuello de las dendritas de las espinas de las
neuronas de proyeccién (Bolam et al., 2000; Parent, 1990).

Figura 2. Las vias corticoestriatales,
presentan una proyeccién topografica,
de todas las partes de la corteza a las
zonas adyacentes del neoestriado

(Estr).
\ Se muestran las proyecciones a la
amfigdala (Am), al neoestriado, que se
Pediinculo SN originan en el complejo amigdaloide
olfatorio r basolateral y de la regiéon amigdala-

hipocampal y proyectan a regiones
k anteromediales del estriado y al micleo
accumbens (ac).
Amigdala basolateral y corteza entorrinal

Fibras talamoestriadas. En la masa central del tilamo, se localizan los nicleos
intralaminares del complejo centromediano-parafascicular; estos niicleos reciben aferentes de la
corteza, de la formacién reticular del tallo y del puente. Las principales aferencias del tdlamo al
estriado se originan en los nicleos intralaminares talimicos, siguiendo en importancia el
complejo nuclear lateral (Bargas et al., 1998; Graybiel & Ragsdale, 1979). El nicleo
centromediano, asi como el putamen recibe aferencias de la corteza motora y se piensa que €s
parte de un circuito reiterativo transtalamico de proyeccion motora directa desde la corteza al
putamen. Las aferencias del complejo centromediano parafascicular llegan al estriado tanto en

monos como en gatos, al igual que las provenientes de la corteza (Heimer et al., 1995).

Fibras mesencéfalo-estriadas. Son los circuitos de los ganglios basales que establecen
conexiones con el coliculo superior mesencefalico. Los tres sistemas aferentes del mesencéfalo
al estriado estdn asociados con las aminas bidgenas. Tienen un efecto excitatorio sobre las
neuronas estriatales que proyectan al segmento interno del globo pélido y la porcién reticular de
la sustancia negra y un efecto inhibitorio sobre las neuronas estriatales que se proyectan al
segmento externo del globo palido.
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Via rafe-estriada. Se origina en los niicleos serotoninérgicos del rafé dorﬁal, que se
encuentran situados en la formaci6n reticular del puente y del tallo cerebral. La via asciende al
estriado y también envia proyecciones al globo palido y a la parte reticulada de la sustancia
negra. Esta interaccion entre el rafe dorsal y la sustancia negra, sugiere una interaccién compleja
entre los mecanismos dopaminérgicos y los serotoninérgicos (Bargas et al., 1998).

Via nigreestriada. Un circuito se origina de la regién ventromedial de la zona compacta
de la sustancia negra y proyecta a los estriosomas, otro circuito nace de la region dorsal de la
zona compacta de la sustancia negra y proyecta principalmente a la matriz del neoestriado.

La via nigroestriatal es casi completamente dopaminérgica y se ha encontrado que
estimula la via directa e inhibe la via indirecta. Se ha confirmado que también envia
proyecciones a la amigdala y al septum (Shepherd & Koch, 1998; Ungerstedt, 1971).

Via locus coeruleus-estriado. Es una via ascendente que se origina en el locus coeruleus
y termina en el neoestriado, es considerada una via noradrenérgica (Ungersted, 1971).

6.6. Vias Eferentes del Estriado: La informacién cortical procesada en el cuerpo
estriado, sale por dos vias eferentes, conocidas como la via directa y la via indirecta. Las dos vias
directa e indirecta se originan de las neuronas espinosas estriatales (Bargas et al., 1998; Gerfen et
al., 1990).

La via directa se origina de los axones de las neuronas espinosas del estriado y se dirige
a la parte reticulada de la sustancia negra (SNpr) y al segmento intemno del globo patido (GPi )
de alli al nicleo entopeduncular y contiene receptores a dopamina D1(Bolam et al., 2000;
Roberts, 1980).

La via indirecta. Las fibras que forman la via indirecta también se originan en el
complejo caudoputamen y proyectan al segmento externo del globo palido (GPe) y de alli a los
nicleos subtalamicos. Liberan encefalinas junto con GABA y expresan el subtipo de receptores
dopaminérgicos D2. Una pequeiia poblacién expresa ambos tipos de receptores D1 y D2 (Bolam
et al., 2000; Smith et al., 1998). En el globo p4lido y en la sustancia negra, los axones de las
neuronas espinosas neoestriatales forman un patrén arborizado axodentritico, caracterizado por
axones eferentes que corren paralelos a las dendritas de las neuronas palidales y nigrales, y hacen
multiples contactos con las dendritas de las células postsinapticas (Shepherd & Koch, 1998). Las
neuronas espinosas medianas que generan ambas vias son inhibitorias GABAérgicas al igual que

la mayor parte de las interneuronas del neoestriado, por lo que se supone que el neoestriado, a
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través de estas dos vias, actia para inhibir las células blanco del globo pélido y de la sustancia
negra. Los nuicleos de salida GPe, GPi y SNr, también poseen neuronas de proyecciéon que son
inhibitorias GABAérgicas. Las neuronas GABAérgicas del GPe y GPi y SNr disparan
potenciales de gcci()n de manera continua, con frecuencias que oscilan de 20 a 100 Hz, lo cual
determina que las neuronas inervadas por las neuronas de salida de los ganglios basales estén
siendo mas o menos inhibidas de manera ténica. Cuando las neuronas del estriado son excitadas
por las neuronas corticales, producen una disminucién en la frecuencia de disparo de las
neuronas de los nicleos de salida, lo que a su vez desinhibe a las neuronas taldmicas. Cuando se
activa el neoestriado, se producen dos procesos sinapticos GABAérgicos que desinhiben las vias
talamo-corticales (Chevalier & Deniau 1990). Por el tipo de neurotransmisores y la actividad de.
las neuronas en este sistema, la activacién de las via directa e indirecta, produce efectos
funcionalmente opuestos en las neuronas blanco de los ganglios basales (Alexander & Crutcher,
1990). Las neuronas de la via indirecta, pueden inhibir circuitos motores talamocorticales,
mientras que las neuronas de la via directa que contienen dinorfina y SP tienen efectos opuestos
en el circuito talamocortical. Por lo que algunos autores han sugerido que los patrones de
activacién diferencial reflejan la especializacién funcional de las entradas corticales a las vias
directa e indirecta (Berreta, Parthasarathy & Graybiel, 1997). Al recibir una sefial de la corteza
cerebral, el papel de las neuronas de la region receptiva del estriado es disminuir la frecuencia de
disparo de las neuronas de salida, esto a su vez, desinhibe a las neuronas blanco (Bargas et al.,
1998).

6.7 Conexiones intrinsecas en el estriado. Las sinapsis formadas por los axones de las
células espinosas medianas y aquéllas de interneuronas medianas contribuyen en una tercera
parte al tipo sinaptico en el neoestriado.

Como puede observarse en el neoestriado inciden una gran cantidad de los
neurotransmisores y neuromoduladores implicados en la memoria y el aprendizaje entre los que
se encuentran, el GABA, la ACh, la serotonina el glutamato (Bolam & Izzo, 1987), las
encefalinas, la sustancia P, la dinorfina, la neurotensina, somatostatina (Graybiel, 1990).

Las interacciones entre los neurotransmisores y neuromoduladores estriatales esta
correlacionada con su origen, su quimica y su patron de sinapsis aferentes y eferentes. Una de las
interacciones que resultan importantes y que ha sido poco estudiada a nive] conductual es la
interaccién entre GABA y ACh.
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7. ANTECEDENTES

Los estudios realizados en pacientes que sufren amnesia a consecuencia de lesiones
cerebrales y los experimentos en modelos de amnesia en animales han permitido avanzar en el
conocimiento de las estructuras cerebrales implicadas en los procesos de memoria. En el
transcurso de los titimos veinte afios, se han investigado diferentes tipos de aprendizajes que se
conservan en los estados de amnesia anter6grada y de amnesia retrégrada. Se ha encontrado que
hay aprendizajes que se conservan incluso en los estados de amnesia anterograda; esta memoria
de las habilidades llamada memoria “implicita” o procedural, se conserva en pacientes
profundamente amnésicos., y al parecer no requiere, de ningin recuerdo consciente del momento
en que se formé (De Long, 1990; Sarter, Bruno & Dudchenko, 1990).

Aunque existen pocas referencias de los circuitos nerviosos que intervienen en la
memoria implicita o procedural se ha sugerido que ciertas formas de memoria implicita
dependerian de un grupo de estructuras de los ganglios basales que estan relacionados sobre todo
con la funcién motora. Los estudios de lesiones en los ganglios basales en humanos han
mostrado déficits cognoscitivos que van desde una deficiencia minima hasta una amnesia global
y aunque algunos autores afirman que éstos déficits pueden ser el resultado de lesiones
basicamente corticales que en algunos casos se asocian a dafio en las estructuras subcorticales,
existe abundante evidencia anatomica que sefiala la participacion de los ganglios basales y en
particular del estriado en estas funciones (Di Figlia, 1990; Kailash, Bhatia & Marsden, 1994;
Zigmond, Abercrombie, Berger, Grace & Stricker, 1990).

Se ha relacionado al sistema corticoestriatal con el aprendizaje de hébitos y destrezas ya
que los pacientes con enfermedad de Parkinson, que tienen disfuncidn en estas vias presentan
dificultad para la adquisicién de nuevas destrezas, sin alterar su memoria declarativa. Mishkin
(citado en Squire & Knowlton, 1993) sugirié6 que en monos rhesus infantes la adquisicion de
tareas de discriminacién visual concurrentes, estin guiadas por el estriado; ya que aunque no
existe maduracion cortical, estos sujetos realizan aprendizajes de tipo procedural y propuso un
modelo segin el cual el reconocimiento seria consecuencia de la activacién de un largo y
complejo bucle neuronal, que une las 4reas neocorticales con el sistema de los ganglios basales.
Existen evidenéias anatémicas, conductuales y cognitivas de que hay una interaccién continua
entre el estriado y la neocorteza para la formacién de la memoria de tipo procedural, en la que se

involucran los aprendizajes considerados de tipo asociativo y no asociativo; en la que intervienen
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las fases que cierran el circuito cortico-subcortical, y retorna la informaciéon modificada y
modificable para su almacenamiento cortical, fluyendo a través de los cuerpos mamilares, los
nucleos taldmicos y el estriado (Squire, 1987).

Desde los afios 50s los estudios realizados por Rosvold y sus colegas (citados en Dunnet,
1999) se ha ihvestigado la participacién del estriado en la formacién del aprendizaje y la
memoria y se ha encontrado que las lesiones del niicleo caudado que reciben las proyecciones de
la corteza prefrontal producian déficits en tareas clasicas de alternacién espacial; de estas
observaciones se formuloé el concepto de que la corteza frontal y el cuerpo estriado eran
componentes integrales de un sistema prefrontal que conectaba estructuras corticales y
subcorticales que incluian el cuerpo estriado, el globo palido y el iélamo, y que estas estructuras
mediaban funciones relacionadas con ¢l aprendizaje y la memoria (Divac et al., 1967, 1975). En
1967 Ivan Divac y sus colaboradores demostraron que la lesién del nicleo caudado anterior, que
recibe proyecciones de las areas corticales dorsolateral prefrontal, orbital prefrontal y de la
convexidad inferotemporal, produce un patrén distinto de deterioro en las pruebas de
discriminacion visual en los monos; y que ocurren los mismos efectos cuando se lesionan estas
regiones corticales. Los estudios subsecuentes de Divac y su grupo fueron realizados en monos y
otras especies empleando un amplio lﬁngo de tareas y demostraron que la cognicién no se
restringe a la neocorteza, ya que las lesiones en el nicleo caudado interrumpen en los animales la
habilidad para aprender un rango de tareas cognitivas de diversos aspectos (Divac et al., 1967,
1975; Divac, Markowitsch & Prietzel, 1978).

Mediante el empleo de técnicas de lesién, diversos investigadores demostraron que se
producia deterioro en la adquisicién de varios tipos de evitacién condicionada en ratas (Kirkby &
Kimble 1968; Neill & Grossman, 1970; Prado-Alcala et al., 1975), el empleo de estimulacién
eléctrica, la lesion electrolitica y neurotéxica del estriado dorsal deterioraron la adquisicion del »
aprendizaje en el laberinto radial en ratas (McDonald & White, 1994; Packard, Hirsh & White,
1989), la aplicacién de cloruro de potasio o la manipulacién farmacolégica con bloqueadores
colinérgicos, provocaron deterioro de las conductas de evitacion pasiva, presién de palanca en
roedores y gatos y encontraron que el estriado responde de manera heterogénea en tareas con
reforzamiento positivo o negativo. En la region anterodorsal del estriado se producia efecto en el
aprendizaje, pero no en la region ventral ni en otras regiones, en la regién posterior con lesiones

muy amplias si se encontrd deterioro de la retencion de evitacion inhibitoria y evitacién activa
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(Prado-Alcala & Cobos, 1977; Prado-Alcal4, Maldonado & Vazquez-Ning, 1979).

En otros estudios se ha encontrado que las lesiones pre y post-entrenamiento del estriado
ventral no producen deterioro en roedores pero si en aves; y se ha reportado que las lesiones
bilaterales del estriado producen déficits en la ejecucién de la tarea de evitacién inhibitoria
(Patterson, Gilbert & Rose, 1990).

Neuroquimicamente se ha demostrado que el estriado contiene un alto contenido de ACh,
asi como una afinidad muy alta de sus receptores para la captacion de colina, con actividades
altas de acetiltransferasa y acetilcolinesterasa comparada con otras regiones del cerebro (Parent,
Csonka & Etienne, 1984; Pfister et al., 1994). El sistema colinérgico estriatal es la fuente
intrinseca de ACh en el estriado y parece que juega un papel importante en la integracion
funcional del estriado que esta relacionado con sﬁ patrén de conexiones con otros sistemas de
neurotransmisores y neuromoduladores (Woolf, 1998).

Anatémicamente las proyecciones corticoestriatales y t4lamoestriatales se han asociado
con la matriz estriatal y son predominantemente glutamatérgicas, mientras que las proyecciones
de amigdala e hipocampo inervan los parches estriatales. Con respecto al papel del estriado en el
aprendizaje y la memoria se ha sugerido la hipotesis de que la matriz media las funciones
mnemonicas del estriado dorsal. Se habla de una regién dorsal del neoestriado donde la
dopamina facilita la funcion de las fibras colinérgicas (White, 1997) y de una region ventral que
se localiza en la parte ventromedial del estriado donde la dopamina suprime la funcién de las
fibras colinérgicas (Calabresi et al., 2000; Scheel-Kruger, 1985).

Se ha observado que existen regiones en el estriado que son heterogéneas en cuanto a los
efectos conductuales de las drogas coliérgicas (Guyenet, Euvrad, Javoy, Herbet & Glowinski,
1977; Prado-Alcala, 1985). El primer reporte de un efecto diferencial en el estriado fue
demostrado con microinyecciones de escopolamina en las regiones dorsal y ventral del estriado,
donde la escopolamina produjo amnesia retrégrada en la adquisicién de evitacion activa s6lo en
la region dorsal (Neill & Grossman, 1970). En otro estudio la administracién de atropina en la
region anterior del estriado generé déficit en la tarea de evitacion inhibitoria y evitacion active
(Prado-Alcal4, Cruz-Morales & Lopez-Miro, 1980). La administracién de escopolamina en la
regién anterior del estriado de rata deteriord la tarea de alternacion espacial (Prado-Alcal4 et al.,
1978). Mientras que la administracién de escopolamina en las regiones anterior y posterior del
estriado retardé la adquisicion de la tarea de presién de palanca (Prado-Alcala, 1985).
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Se ha encontrado que la ACh estriatal esta involucrada en la adquisicidn, almacenamiento
y recuperacion de conductas condicionadas (Bermildez-Rattoni et al., 1986; Haroutunian, et al.,
1985; McGurk, Levin & Butcher, 1991; Prado-Alcala, 1985). Existen resultados experimentales
en animales en los que se ha asociado a las neuronas colinérgicas del estriado con la memoria de
trabajo en la fase de adquisicién y con la consolidacion de la memoria a largo plazo, en un
amplio rango de tareas conductuales motivadas apetitiva o negativamente, como evitacién
inhibitoria, supresién condicionada, alternacién espacial, laberinto de Morrison entre otras
(Dunne & Hartley, 1986; Iversen, 1997).

Esta idea estd basada en los efectos de firmacos colinomiméticos, anticolinérgicos y
anticolinesterdsicos en la memoria de tareas previamente aprendidas (Caine et al., 1981; Flicker
et al., 1990; Blokland, 1996).

Finalmente la ACh estriatal no se encuentra funcionalmente aislada de otros
neurotransmisores en el estriado, pues en el estriado inciden una gran cantidad de
neurotransmisores (Bolam, Izzo, 1987).

Se han examinado algunas interacciones de los neurotransmisores estriatales, tanto a nivel
bioquimico (Scatton & Bartholini, 1981) como a nivel conductual (Decker & McGaugh, 1991).
Con respecto a la interaccion de los sistemas colinérgicos y dopaminérgicos en el aprendizaje y
la memoria, se ha encontrado que los efectos de agentes colinérgicos muscarinicos como la
atropina y la oxotremorina en la tarea de evitacion inhibitoria y en la tarea de discriminacién en
laberinto en Y son mediados por mecanismos de los receptores dopaminérgicos D2, ya que en la
tarea de laberinto en Y la atropina (10.0mg/kg) bloqueé los efectos de mejoria producidos por el
quinpirole (agonista de los receptores D2) y la oxotremorina (35.0 o 70.0 pg) atenu6 ¢l deterioro
de la memoria producido por sulpiride (antagonista D2); pero no se encontraron efectos de la
atropina o la oxotremorina cuando se utilizaron agentes dopaminérgicos D1 (Gasbarri, Introini-
Collison, Packard, Pacitti & McGaugh, 1993). También se ha reportado que el bloqueo de los
receptores dopaminérgicos con drogas neurolépticas es seguido de un incremento en la
liberacién de ACh estriatal, mientras que la estimulacién de los receptores dopaminérgicos
decrementa la liberacién de ACh (Carlsson, 1990).

Hay reportes también de una relacion estrecha entre el GABA y la dopamina en el
estriado. Se ha reportado que la dopamina ejerce una influencia inhibitoria en la liberacién de
GABA estriatal (Scheel-Krugger, 1986). Se ha propuesto que el GABA juega un papel
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inhibitorio en el aprendizaje y la memoria ya que la administracién de agonistas del GABA
producen déficits en la recuperacién de la informacién (Castellano & McGaugh, 1991;
Dudchenko & Sarter, 1991; McGaugh & Cahill, 1997), mientras que los antagonistas la mejoran
(Brioni & McGaugh, 1988; McGaugh & Cahill, 1997); aunque se han reportado efectos opuestos
(Nabeshima et al., 1988).

Como se mencioné previamente, el GABA es uno de los neurotransmisores mis
abundante en el estriado y al parecer tiene una distribucién regional heterogénea como ocurre
con la ACh. Se ha descrito que la region con mayores niveles de GABA en el estriado estd
localizada medial y menoé rostralmente en el borde entre el neoestriado y el globo pélido, donde
el GABA es funcionalmente mis efectivo (Albanese & Minciacchi, 1983; Ottersen & Storm-
Mathisen, 1984; Riedel et al., 1998), mientras que se ha reportado baja actividad de AChE en
esta region (Fibiger & Lehmann, 1981; Loopuijt, Sebens & Korf, 1987). La cuantificacién
neuroquimica de la actividad de la enzima descarboxilasa del acido glutimico, muestra un patrén
de distribuicion diferente al de la enzima colina-acetil transferasa. La actividad de la primera,
tiende a ser mayor en las regiones rostrales, caudales y dorsomediales (Ottersen & Storm-
Mathisen, 1984) y la AChE es considerablemente mayor en la porcién rostral, sobre todo en su
porcién dorsolateral (Groves, Garcia-Mufioz, Linder, Manley, Martone & Young, 1995). Las
investigaciones realizadas por Faull, Waldvogel, Nicholson & Synek (1993) y Waldvogel et al.
{1998) con técnicas inmunohistoquimicas mostraron una distribucion heterogenea de receptores
GABAA en el estriado de primates y humanos con concentraciones elevadas de receptores a
benzodiazepinas en los parches y bajas densidades en la matriz.

El estriado contiene inervacién masiva colinérgica y GABAérgica de tipo intrinseco, y
debido a que coinciden en algunas regiones, existe la posibilidad de que el GABA interactie con
la ACh en la modulacién de la memoria. Aunque se conoce poco de la regulacién de ACh por las
neuronas GABAérgicas los estudios previos han sugerido que el GABA puede afectar la
actividad de las neuronas colinérgicas indirectamente por cambios en la actividad de la via
dopaminérgica nigroestriatal o por medio de la via glutamatérgica. Los resultados obtenidos por
Scatton y Bartholini en el estriado, han indicado la existencia de una influencia inhibitoria de
manera directa o intrinseca al estriado, la cual es mediada por GABA en las células colinérgicas
(Scatton & Bartolini, 1981; Scatton, 1987).

Se ha propuesto que el efecto de agonistas de los receptores GABA en la concentracion
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de ACh estriatal no resulta de una accién directa en el metabolismo de ACh, ya que ninguna
droga GABAmimeética afecté in vitro o in vivo a las enzimas colina acetiltransferasa y
acetilcolinesterasa en homogenados estriatales. El GABA, muscimol y SL 75102 no afectan la
alta afinidad de captura de colina en los sinaptosomas estriatales. La interaccién de GABA
miméticos con receptores de ACh tampoco altera el enlace de 3H-quinuclidinilbenzilato a las
preparaciones de membrana de cerebro de rata. Sin embargo la infusién intraestriatal de
muscimol (10 a 1000 ng) produjo niveles elevados de ACh dependiente de la dosis cuando se
midié 30 min después. En contraste la infusién intraestriatal de picrotoxina redujo los niveles
estriatales de ACh. Estos resultados sugieren que el GABA esta involucrado en la regulacién de
las neuronas colinérgicas estriatales (Scatton & Bartholini, 1981).

Otros estudios han demostrado que las células colinérgicas estriatales tienen receptores
GABAA que pueden explicar esta interaccion GABA-acetilcolina intrinseca al estriado
(Anderson et al., 1993; Rodriguez, Labandeira-Garcia, Mifioz & Caruncho, 2000; Ikarashi, et
al,, 1999), por lo que las neuronas colinérgicas estriatales parecen estar bajo control inhibitorio
GABAérgico, consecuentemente, la funcién de tales neuronas puede ser indirectamente
estimulada por el bloqueo de los receptores GABAA que pueden estar localizados pre o
postsinipticamente (Enna & Bowery, 1997).

En diversos estudios conductuales, se ha observado la interaccién entre el sistema de
receptores GABAA y la ACh. Por ejemplo el tratamiento sistémico con el agonista GABAA
muscimol atenué la mejoria inducida por oxotremorina en evitacion inhibitoria (McGaugh &
Cahill, 1997). La administracién de muscimol en la sustancia innominada increment6 el niimero
de errores y las latencias de respuesta de una tarea de discriminacion visual condicionada; estos
efectos pudieron revertirse con fisostigmina (Dudchenko & Sarter, 1991).

También se ha reportado interaccién de ACh con los receptores GABAB; cuando se
investigo la interaccién entre oxotremorina y baclofen, dosis bajas de oxotremorina revirtieron el
efecto amnésico del baclofen (Castellano & McGaugh, 1991; McGaugh & Cahill, 1997). En
evitacién inhibitoria se observ6 que el baclofen administrado sistémicamente acentué el efecto
amnésico de escopolamina (Garcia-Saldivar, 2002). El antagonista GABAB CGP36742 revirtié
el déficit inducido por escopolamina y baclofen en la tarea de laberinto de Morris en ratas
(Nagakawa & Takashima, 1997). En un estudio de microdialisis en ratas, en el nicleo

accumbens, el baclofen provocé una disminucién de los niveles extracelulares de ACh y el
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saclofen no produjo efecto (Rada, Mark & Hoebel, 1993). Pero el mecanjsrﬁo de esta
interaccién, adn no se ha dilucidado aunque existen reportes de una interaccién enire los
receptores presinapticos GABAB y las neuronas colinérgicas a través de vias glutamatérgicas y
dopaminérgicas extraestriatales que pueden modular la liberacién de ACh en el estriado
(Scatton, 1987; DeBoer & Westerink, 1994) y que se puede observar conductualmente como una

mejoria o deterioro del aprendizaje y la memoria.
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8. JUSTIFICACION

La participacién del sistema colinérgico ha sido considerada como un componente
importante en los procesos de la consolidaciéon de la memoria, ya que la administracion de
colinomiméticos mejoran la ejecucion de diversas tareas; mientras que los anticolinérgicos
producen amnesia en tareas que son motivadas apetitiva o aversivamente. Sin embargo existen
reportes de estudios en los que la administracién de anticolinérgicos en condiciones de sobre-
entrenamiento o sobre-reforzamiento no producen déficits. Los resultados de estos estudios
sugieren la participacion de otros sistemas de neurotransmisores en la consolidacién de la
memoria ademas del colinérgico. Esto ha generado interés sobre la participacion del GABA en la
regulacién de la memoria. Existen pocos estudios tanto in vifro como in vivo sobre la interaccion
entre el GABA y ACh. La mayoria de estudios sobre la interaccién de estos neurotransmisores se
han enfocado en las drogas que actilan sobre los receptores GABAA.

La introduccién de drogas que actiian en los receptores GABAB desde los 80's ha
generado poca informacion en relacion con los procesos mnémicos, ademas que no son muy
consistentes. Con respecto a los estudios que han evaluado la interaccién de estos sistemas de
neurotransmision, se ha encontrado que el agonista GABAB baclofen decrementa la mejorfa
inducida por oxotremorina y que potencia el efecto amnésico de la escopolamina, mientras que
los antagonistas como el saclofen no tiene efecto y el antagonista CGP36742 revierte la amnesia
inducida por escopolamina. Los antagonistas GABAB el 2-hidroxisaclofen y el faclofen han
mostrado ser mas potentes in vitro que el saclofen o que los antagonistas de la serie CGP, pero
no atraviesan la barrera hematoencefélica (Bowery, 1993), por lo que es importante evaluar su
efecto sobre la consolidacién de la memoria, mediante la administracién intracerebral. De
acuerdo a estas consideraciones, en el presente trabajo se estudié el efecto de la administracion
de agonistas y antagonistas GABAB sobre la amnesia inducida por la administracién de
escopolamina en una tarea de evitacién inhibitoria, en la regién antero-dorsal del estriado que es
donde se ha reportado la incidencia de mayor actividad colinérgica estriatal (Gerfen, 1984, 1985;
Guyenet, et al., 1977; Groves et al., 1995). Las aportaciones que se hagan serin de utilidad no
s6lo para la ciencia basica sino también para usos clinicos; ya que actualmente la farmacoterapia
de enfermedades como el Alzheimer, se han enfocado en los procesos y mecanismos de sinapsis
colinérgicas y su interaccién con el sistema GABAérgico (Krogsgard-Larsen, Frolund, & Ebert,
1997).
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9. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:

Evaluar el efecto de la administracion intraestriatal de los agonistas y antagonistas GABAB en la

amnesia inducida por escopolamina, en una prueba de evitacién inhibitoria.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Corroborar el efecto amnésico de la escopolamina en el estriado dorsal en una tarea de

evitacion inhibitoria (1mA).

2. Estudiar el efecto individual de los agonistas y antagonistas GABAB mediante la infusién en
¢l estriado dorsal de ratas, sobre la consolidacién de la memoria en una prueba de evitacion

inhibitoria de un solo ensayo.

3. Evaluar el efecto de la administracion de agonistas y antagonistas GABAB sobre la amnesia

inducida por escopolamina.

4.- Analizar el éfecto agonista-antagonista de farmacos GABAB en evitacién inhibitoria en el
estriado.
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10. METODOLOGIA GENERAL

10.1 Sujetos: Se utilizaron ratas Wistar macho, con peso entre 250 y 300 g, los sujetos
(Ss) se trasladaron del bioterio general de la FES Iztacala al bioterio del laboratorio, donde se
realizaron los experimentos. Los Ss se alojaron individualmente en cajas de acero inoxidable,
tuvieron libre acceso a alimento y consumo de agua; con periodos de luz y oscuridad alternados
de doce horas cada uno (8:00 a 20:00 h) durante 2 dias antes de iniciar el experimento y durante
el mismo. Los Ss fueron asignados aleatoriamente a grupos de 10 Ss cada uno.

10.2 Drogas: Se utilizaron las siguientes drogas: Baclofen (BAC) (4cido 8-(aminometil-
4-clorobenzenopropanoico-4-amino-3-4 clorofenil butanoico), hidrobromuro de escopolamina
(ESC) de los laboratorios Sigma, el 2-hidroxisaclofen (acido 3-amino-2-4-clorofenil-2-
hidroxipropanosulfénico) (20HS) y el faclofen (4cido 3-amino-2-4-cloro-fenilpropanofosfo-
nico) (FAC) de laboratorios RBI. La dosis de FAC (1pg) utilizada en el presente estudio fue
elegida con base a los experimentos de DeSousa et al. (1994); la ESC (30 ug) de acuerdo a la
reportada por Prado-Alcalé et al., (1978), el 20HS a las dosis de 2 y 8 pg 2-OHS(2) y 20HS(8)
elegida de una curva dosis respuesta desarrollada en este laboratorio y baclofen BAC (1.5pg)
utilizada por Aran y Hammond (1991). Las drogas fueron disueltas en solucion salina al 0.9%
(Brailowsky, et al., 1995; Aran & Hammond, 1991).

10.3 Aparatos: Estereotaxico para cirugia en ratas David Kopf Instruments, bomba de
perfusion (Sage Instruments modelo 355), un vibratomo (Electron Microscopy Sciences
OTS4000), una Camara Gemini (San Diego Instruments).

La cémara Gemini (Figura 3) estd dividida por una puerta deslizable que forma dos
compartimentos del mismo tamafio (20x20x20cm). El compartimento A de seguridad se ilumind
con un foco de luz blanca y el compartimento B de castigo donde se administraron los choques
permaneci6é oscuro. El piso de los dos compartimentos estd formado de barras de accro
inoxidable conectadas a un generador de choques y un registro electromecénico para registrar las
latencias. La camara se encontraba en un cuarto oscuro y con sonido amortiguado para disminuir
los ruidos ajenos al experimento. Las latencias de adquisicién y de retencién se registraron
autométicamente con el programa provisto por el fabricante.
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Fig. 3, Camara de evitacién inhibitoria
(Gemini), utilizada en el procedimiento
de evitaci6n inhibitoria. Compartimento
A de seguridad, compartimento B de
castigo.

10.4 Entrenamiento. La conducta se cuantificé a través de la medicion de latencias en
una prueba de evitacion inhibitoria de un solo ensayo. Esta tarea ha sido de gran utilidad en la
evaluacién farmacolégica, pues se puede tener control sobre las variables y fiabilidad en el
registro de las latencias de adquisicion y retencién (Bammer, 1982).

En la primera sesién o de adquisicién se introdujo al sujeto en el compartimento de
seguridad “A” de la camara de evitaci6n (Figura 3) durante 10 s para que se habituara,
transcurrido ese tiempo se encendia una luz y se abri6 la compuerta para que tuviera libre acceso
al compartimento de castigo “B” y se midi6 el tiempo (latencia de adquisicién) en que el sujeto
cruzaba y tocaba con las cuatro patas el piso del compartimento B. En esta fase el criterio para
que los sujetos pasaran del compartimento “A” al “B” fue de 100 s; después de ese periodo, se
excluy6é a los sujetos que tardaron mas tiempo en cruzar. En el compartimento “B” se
administraba un choque de | mA de intensidad durante 5 s, al suspender el choque el sujeto
permanecia 30 s en el compartimento de castigo, transcurrido ese tiempo, se le sacaba y se
colocaba en una caja de acrilico.

La intensidad de 1 mA utilizada en el presente experimento como estimulo se eligié por
que se ha demostrado que dentro del rango de las intensidades 0.7, 0.8, 1.0 y 1.5 hay una tasa de
aprendizaje significativa y este se ha considerado el umbral de estimulo aversivo necesario para
evaluar la mejoria o deterioro ocasionado por un farmaco (Quirarte, Cruz-Morales, Diaz del
Guante, Garcfa & Prado-Alcal4, 1993).

A los 5 min post-entrenamiento se retiraron las guias que cubrian las cénulas y se les
administré el tratamiento farmacolégico de acuerdo al grupo, y se les regresé a su jaula.

10.5 Prueba. La segunda sesién o prueba de retencién se efectud 24 h después, siguiendo
el mismo procedimiento de entrenamiento excepto por la administracién del choque. Se registr6
el tiempo que tomaron en pasar del compartimento de seguridad al de castigo (latencia de
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retencion). En la fase de retencién el criterio para que el sujeto pasara al compartimento “B” fue
de 600 s (Prado-Alcal4, 1985; Cruz Morales, et al., 1992), si el sujeto no pasaba en ese tiempo se
daba por terminada la sesi6n.

10.6 Cirugia. La cirugia se realizé6 bajo anestesia intraperitoneal, con pentobarbital
sédico (40 mg/kg) y atropina como preanéstésico (Skinnmer, 1975). Se fij6 al sujeto en el
estereotdxico mediante las barras auriculares y el freno. Previa asepsia antisepsia de la region
frontoparietal, se realizé una incisidn anteroposterior de 8 mm aproximadamente abarcando piel,
tejido celular subcutdneo y aponeurosis; se removié el periostio con una pinza roma, hasta que
fuera visible la sutura del bregma. Se localizaron los puntos de acuerdo a las siguientes
coordenadas: anterior a bregma 0 mm, lateral a la sutura de la linea media 3.6 mm, y altura -4.5
mm de la duramadre (Konnig & Klippel, 1963). Con una pinza dental de mano y una fresa
estrellada del nimero 3 se perforo el crineo, se introdujeron cénulas bilaterales y se fijaron con
acrilico dental formando un casco que las protegiera e impidiera su movilidad. Cuando sec6 el
acrilico se removieron las guias del estereotixico y se introdujeron unas guias para mantener
cerradas las cdnulas. Se realiz6 ademas una perforacién en la region anterior del hueso parietal
con el objeto de colocar un tornillo de acero inoxidable que sirvié para anclar las cinulas con
cemento acrilico (Webster, 1975). Después de la cirugia se aplicé una dosis profilictica de
penicilina benzatinica 50,000 unidades por via intramuscular y se regres6 al sujeto a su caja para
recuperacion en cinco dias. Se mantuvo en vigilancia y manipulacién a los sujetos durante el
periodo postoperatorio. Cinco dias después de la cirugia todos los sujetos fueron sometidos al
entrenamiento de evitacion inhibitoria.

Las cénulas se elaboraron con tubos de acero inoxidable de agujas hipodérmicas, el
inyector estaba formado por tubo de aguja dental del # 27 y la pared externa por un tubo de aguja
21G. La aguja dental se introdujo en la aguja hipodérmica y se cortaron a una longitud 11 mm.

10.7 Inyeccién. A los cinco minutos post-entrenamiento, se retiraron las guias que
cubrian las cénulas y se administré con una bomba de infusién el firmaco correspondiente
(Cuadro 2) diluido en un volumen constante de 1 pl durante un minuto; transcurrido este tiempo
los inyectores se dejaron en el sitio de las cénulas durante un minuto mds para una mejor
difusién de las substancias; posteriormente se retiraron cubriendo las canulas con las guias y el

sujeto fue regresado a su jaula.
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Cuadro 2. En este cuadro se muestran los grupos y los tratamientos farmaoolbgiéos.

Grupo Droga Dosis

IN (Intacto)

SAL Solucién Salina Tul

BAC Baclofen 1.5 pg/ul

ESC Escopolamina 30 pg/ut
20HS(1) 2-hidroxisaclofen 1 pg/ul
20HS(2) T 2-hidroxisaclofen 2 pa/nl
20HS(4) 2-hidroxisaclofen 4 pg/ul
20HS(8) 2-hidroxisaclofen 8 ug/ul

FAC Faclofen 1 pg/ut
ESCBAC Escopolamina + baclofen 30 pg + 1.5 pg/pl
20HS(2) + ESC 2-hidroxisaclofen + escopolamina | 2 pg + 30 pg/pl
20HS(8) + ESC 2-hidroxisaclofen + escopolamina | 8 pg + 30 pg/pl
FAC + ESC Faclofen + escopolamina 1 pg+30 pg/pl
FAC + BAC Faclofen + baclofen 1 pg + 1.5 pg/ul
20HS(8) + BAC 2-hidroxisaclofen + baclofen 8 pg+ 1.5 pg/pl

10.8 Histologia. Después de la prueba todos los sujetos fueron sacr_iﬁcados con una
sobredosis de tiopental sddico y prefundidos para verificar la correcta localizacion de las cénulas
en estriado antero-dorsal. Se realizé un corte longitudinal a nivel de la regi6n torécica, se retird
el plastrén esternal, se canulé el ventriculo izquierdo para perfundir con solucién salina 40 ml
seguida de 20 ml de solucién de formaldehido al 10%, drenando a través de la auricula derecha.
Después de la perfusién los sujetos se decapitaron y con unas gubias se quitaron los tejidos
blandos del craneo y se levantaron los huesos parietales, se disect el cerebro y se colocé en una
solucién de formaldehido al 10%. Los cerebros se conservaron en esta solucién durante 14 dias y
posteriormente se hicieron cortes histolégicos coronales seriados de 100 p de grosor cada uno
(Skinner, 1975), los cuales se colocaron sobre un portaobjetos cubiertos con una ligera capa de

ovoalbiimina. Quince dias después se tifieron los cortes con la técnica de Nissl para nicleos y se
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verifico la ubicacién de las canulas (Skinner, 1975; Webster, 1975). La ubicacién de las canulas
en el cuerpo estriado se asigné a la regidén anterior y dorsal acorde al siguiente criterio de
coordenadas estereotixicas; se consideraron anteriores todas aquéllas que se localizaran rostrales
a la coordenada en la cual aparece el iltimo trazo de la comisura anterior que puede observarse,
que también se ha definido como el plano coronal 1.0 mm anterior a bregma. La linea dorsal-
ventral es una linea que divide a la mitad la distancia comprendida entre el limite més dorsal y el
mas ventral del estriado para esa seccién (Prado-Alcala et al., 1979). En los casos en los que la
punta de las canulas no se localizaron en la region dorsal del estriado, se descartaron los datos
conductuales de esos sujetos y se implantaron més sujetos para completar los grupos a una
N=10.

10.9 Anélisis estadistico. Por la naturaleza de los datos obtenidos en las pruebas
conductuales y el corte arbitrario en las latencias de adquisicién (100 s) y retencién (600s), se
realizaron anélisis de varianza Kruskal Wallis independientes para las latencias de adquisicién y
retencién, cuando se detectaron diferencias estadisticamente significativas, se emple6 la prueba
U de Mann Whitnney para determinar las diferencias entre pares de grupos.
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11. FASE EXPERIMENTAL
EXPERIMENTO 1

11.1. 1 Objetivos especificos:

1. El propésito de este experimento fue corroborar el efecto amnésico de la
administracién de escopolamina en el estriado dorsal sobre la consolidacién de la memoria en un
procedimiento de evitacion inhibitoria.

2. Evaluar el efecto del agonista GABAB baclofen en el estriado dorsal de rata en
evitacién inhibitoria.

3. Evaluar el efecto de la administraci6n intraestriatal de baclofen en la amnesia inducida
por escopolamina.

11.1.2 Procedimiento. Se formaron 6 grupos de 10 sujetos cada uno. Se consideraron tres
grupos controles formados por el grupo intacto (IN), el de falsa cirugia (FC) y otro de soluci6én
salina (SAL).

Los grupos fueron implantados en la regién antero-dorsal del estriado. Cinco dias después
de la cirugia fueron entrenados en evitacién inhibitoria (ImA) y recibieron administraciones
intracerebrales 5 min post-entrenamiento con uno de los siguientes tratamientos: ESC (30
pg/lul), BAC (1.5 pg/lpl) y ESCBAC (1.5 ug + 30 pg en 1pl). Todos se probaron 24 horas
después.

11.1.3 Resultados: Con un analisis de varianza de Kruskall Wallis al comparar las
latencias de adquisicién no se encontraron diferencias significativas entre los grupos. En las
latencias de retencion se encontraron diferencias significativas (Hs=36.17 , p<0.05), al comparar
las latencias de retencién entre pares de grupos con la prueba U de Mann Whitney no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos controles (IN, FC y
SAL), lo cual sugiere que la cirugia no produjo un efecto importante en los sujetos, por lo que el
resto de las comparaciones estadisticas se hicieron con respecto al grupo de SAL, debido a que
las condiciones son equivalentes (cirugia, inyecci6n) a las del resto de los grupos. En los grupos
tratados con ESC, BAC y ESCBAG, si hubo diferencias significativas con respecto a SAL (U=7,
p<0.01) en los tres grupos. En la Figura 4 se presentan las medianas de retencion para los grupos
tratados con ESC, BAC y ESCBAC respecto a SAL. La ubicacién de las cénulas en el estriado
antero-dorsal se muestran en la Figura 5.
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Efecto de escopolamina y baclofen en evitacién inhibitoria en el estriado
dorsal de ratas

800
700 -
600
500 +
400 -
300 -
200 -
100 -

Latencias de retencion (s)

ESC BAC

IN ' FC SAL ESCBAC

Figura 4. Medianas de las latencias de retencién de los grupos implantados con cénulas en el estriado
anterodorsal y tratados 5 min post-entrenamiento. Intacto (IN), cirugfa falsa (CF), solucién salina
(SAL), escopolamina (ESC), baclofen (BAC), escopolamina +baclofen (ESCBAC). * p<0.01 vs SAL.

Figura 5. Representacién esquematica de los cortes histolégicos coronales en que se sefiala la localizacién
de las puntas de las cénulas de los sujetos tratados con falsa cirugia (FC), solucién salina (SAL),
escopolamina (ESC), baclofen (BAC) y escopolamina + baclofen (ESCBAC). Diagramas tomados de
Paxinos y Watson (1996). S6lo est4n representadas las cénulas del hemisferio derecho.
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11.1.4 Discusién. En la sesién de adquisicién no se presentaron diferencias significativas
entre los grupos, lo cual era de esperarse ya que en esta sesién no se administré ningim
tratamiento a los sujetos. En las latencias de retencién los grupos controles (intacto, falsa cirugia
y salina), mostraron latencias de retencién altas lo cual demuestra que tuvieron una buena
ejecucion; por lo que se puede considerar que el procedimiento quinirgico y la administracion
del vehiculo no tuvieron efecto en la ejecucion en la tarea de evitacién inhibitoria empleada en
este experimento, independientemente de los tratamientos. Sin embargo los grupos tratados con
ESC, BAC y la combinacién de ESCBAC durante la sesién de adquisicién y de retencion,
presentaron latencias muy bajas por lo que se deduce que se present6 un efecto del baclofen y la
escopolamina sobre la emision de las respuestas de evitacién. En la comparacién entre grupos
con respecto a SAL, los resultados demuestran que la microinyeccién de la droga
anticolinérgica, escopolamina en la regién antero-dorsal del estriado produjo amnesia retrograda
en la ejecucion de una tarea de evitacién inhibitoria, estos resultados concuerdan con los de Neill
& Grossman (1970) en los que se produjo amnesia anterégrada en evitacion activa cuando se
administré escopolamina en la regién dorsal del estriado y con los de Prado-Alcala et al. (1978)
en los que se deteriord la tarea de alternacién espacial cuando se administré escopolamina pre-
entrenamiento en la region dorsal del estriado. El déficit de la consolidacién provocado por la
escopolamina coincide con los reportes de otros investigadores (Durén-Arévalo et al., 1990;
Veloz-Gémez, 1999) en donde la administracién sistémica intraperitoneal de escopolamina post-
entrenamiento provocé amnesia retrograda en una tarea de evitacién inhibitoria y concuerdan
con los reportados por Prado-Alcal4 et al. (1980), donde la administracién post-entrenamiento de
otra droga anticolinérgica atropina produjo amnesia retrégrada en la evitacién inhibitoria cuando
se administré en la region anterior del estriado.

Estos datos confirman que la actividad colinérgica del estriado dorsal es importante en la
consolidacién de memoria de tipo procedural.

Por otro lado la administracion intraestriatal post-entrenamiento del agonista GABAB
baclofen en la dosis de 1.5 pg también produjo latencias de retencién bajas lo que hace inferir
que el baclofen tuvo un efecto de deterioro sobre la respuesta de evitacién inhibitoria; estos
resultados apoyan los obtenidos por Castellano et al. (1989) en un estudio donde la
administracién de baclofen post-entrenamiento en amigdala deterior6 la retencion de la respuesta
de evitacién inhibitoria al igual que cuando se administré post-entrenamiento en el hipocampo
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(Farr et al., 2000), o con los de DeSousa et al. (1994) en los que el baclofen administrado en los
nucleos magnocelulares deterior6 la ejecucion de una tarea de laberinto en Y. Efectos similares
se han obtenido por la administracién intraperitoneal, donde el baclofen pre-entrenamiento
increment6 las latencias de escape en la tarea del laberinto de Morris (Nakagawa, 1997). Los
datos obtenidos con baclofen apoyan la hip6tesis de que la activacion de los receptores GABAB

tienen un papel inhibitorio en la modulacién de la memoria.

Cuando las drogas fueron coadministradas (ESCBAC), los valores de las latencias de
retencién son también muy bajos con una mediana de 22.2 s, generando también un deterioro de
la respuesta de evitacién inhibitoria. La comparacién de las latencias de la sesion de retencion de
los grupos tratados con ESC, BAC o la combinacién no presentaron diferencias significativas
aunque si fue mas baja la mediana en el grupo de coadministracién con respecto a las medianas
de BAC (32.8 s) y de ESC (25.95 s). Estos resultados coinciden con los reportados por Sidel,
Tilson, McLamb, Wilson y Swartzwelder (1988) en donde la administracién sistémica de
baclofen exacerbé el efecto amnésico de la escopolamina en la tarea de laberinto radial. También
apoyan los resultados obtenidos por Garcia-Saldivar (2002) en los que la inyeccién sistémica del

baclofen también potencio el efecto amnésico de la escopolamina en evitacién inhibitoria.

Estos hallazgos sugieren que el sistema de receptores GABAB pueden interactuar con el
sistema colinérgico estriatal, al igual que ocurre con la activacién de los receptores GABAA. En
el estriado se ha encontrado que las células colinérgicas hacen contacto con las neuronas
espinosas GABAérgicas medianas (Blanchet, 1997). Diversos estudios realizados in vitro han
encontrado que el GABA ejerce un control inhibitorio mediado por receptores GABAA sobre las
neuronas colinérgicas estriatales y controlan directa o indirectamente la liberacién de acetilcolina
de las interneuronas colinérgicas (Scatton, 1987). Los estudios realizados in vivo por
microdialisis han encontrado que la concentracién de ACh decrementa cuando se administra
GABA o los agonistas de receptores GABAA como el muscimol, pero también la administracién
de baclofen que actila sobre los receptores GABAB, genera decremento en los niveles de ACh, en
diferentes estructuras intracerebrales, y este decremento es dependiente de las dosis (De Boer &
Westerink, 1994: Rada et al., 1993): aunque se ha visto un mayor efecto con el agonista GABAA
(Anderson, et al., 1993).
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Es probable que el deterioro observado con la administracion de ESCBAC, y la tendencia
a potenciar el efecto amnésico se deba a un decremento de la liberacién de ACh inducida por €l
baclofen en el estriado y a este efecto se suma el bloqueo de escopolamina en los receptores

muscarinicos estriatales.
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EXPERIMENTO 2

La propuesta de la participacién del GABA sobre la memoria se refuerza por datos donde
se muestra la efectividad de los antagonistas GABAérgicos para revertir el deterioro en
diferentes tareas conductuales por diferentes tratamientos. La administracion sistémica del
antagonista GABAA bicuculina revirtié el deterioro de las latencias de respuesta en la tarea de
discriminacién visual ocasionada por el muscimol (Muir, Robbins & Everit, 1992); Ila
picrotoxina revirtié el deterioro ocasionado por el muscimol en la prueba de alternacién en
laberinto en T (Quintero, Auckland, Gray, McNaughton & Mellanby, 1985)

La administracién sistémica de los antagonistas GABAB GP71982, CGP62349 y
CGP55845 inejoraron la retencién de una tarea de evitacién activa (Getova & Bowery, 1998);
Mientras que la administracion en el hipocampo de los antagonistas saclofen, 2-hidroxisaclofen
y CGP35348 mejoraron la retencion de la memoria (Farr et al., 2000). Por otro lado se ha
reportado que la administracién de este Ultimo compuesto en el hipocampo no tiene efectos sobre
la memoria a dosis bajas aunque es capaz de revertir el efecto amnésico de baclofen a estas
mismas dosis e induce deterioro a dosis altas (Zarrindast et al., 2002). Efectos similares de
reversion de los déficits inducidos por baclofen en el laberinto de Morris se han reportado para el
CGP36742 (Nakagawa & Takashima, 1997). '

No se encontraron reportes del efecto en memoria de los antagonistas GABAB
administrados en el estriado dorsal, por lo que para evaluar la reversién de la amnesia inducida
por baclofen y escopolamina en la tarea de evitacion inhibitoria, primero se evaluaé el efecto de
los antagonistas GABAB (2-hidroxisaclofen y faclofen) en la tarea de evitacion inhibitoria.

11.2.1 Objetivo. El proposito de este experimento fue evaluar el efecto de diferentes
dosis de 2-hidroxisaclofen en evitacion inhibitoria cuando se administra en el estriado dorsal.

11.2.2 Procedimiento. Se formaron 5 grupos de 10 sujetos cada uno, a los que se les
administré 1, 2, 4 y 8 ug/ul de 2 -hidroxisaclofen respectivamente 20HS(1), 20HS(2), 20HS(4),
20HS(8) y el grupo de solucién salina utilizado en el experimento 1. Los sujetos fueron
entrenados en evitacién inhibitoria con una intensidad de 1 mA, 24 horas después se les realiz6d
la prueba de retencion.

11.2.2 Resultados. En las latencias de adquisicion no se encontraron diferencias
significativas. En las latencias de retencién, si se observaron diferencias significativas

(H4=13.79, p<0.01) y con la prueba U de Mann Whitney se encontraron diferencias
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significativas de los grupos tratados con 20HS(1) (U=12, p<0.01) y 20HS(4) (U=17, p<0.05)
con respecto a SAL. En los grupos de 20HS(2), 20HS(4) y 20HS(8) no hubo diferencias
significativas. En la Figura 6 se presentan las medianas de las latencias de retencién. En la
Figura 7 se muestra la ubicacién de las cénulas de los grupos tratados con 2-hidroxisaclofen en

diferentes dosis.

Curva dosis respuesta de 2-hidroxisaclofen en evitacién inhibitoria en el
estriado dorsal de rata
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Figura 6. En esta grafica se muestran las medianas de las latencias de retencién para la curva dosis respuesta
del 2-hidroxisaclofen con 1, 2, 4 y 8 pug/ul. Se observaron diferencias significativas en los grupos 20HS(4)
*p<0.05 y 20HS(1) ** p<0.01 vs SAL.

*%

Latencias de retencién (s)

Figura 7. Representacion esquematica de los cortes histolégicos coronales en que se sefiala la
localizacidn de las puntas de las canulas de los sujetos tratados con 2-hidroxisaclofen en las dosis
de I, 2, 4y 8 ug. Ddiagramas tomados de Paxinos y Watson (1996). Las secciones sombreadas
representan el rango de localizaci6n de la punta de las cénulas del hemisferio derecho.
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11.2.3 Discusion. Para determinar la dosis efectiva del 2-hidroxisaclofen que se
emplearia en el siguiente experimento, se desarroll6 una curva dosis respuesta con 1, 2,4 y 8 pug/
ul de 2-hidroxisaclofen. No hubo facilitacién en la ejecucién de la tarea de evitacién inhibitoria
con la administracién de 2-hidroxisaclofen, como se esperaba, se observ6 una gran variabilidad
con las diferen-tes dosis utilizadas.

Estos datos no concuerdan con los reportes obtenidos por Getowa & Bowery (1998) y
Getowa, Bowery y Spassov, (1997) con otros antagonistas GABAB en la tarea de evitacién
activa.

En los resultados de este experimento se observé un efecto significativo con las dosis de
lug y 4ug que produjeron deterioro en la ejecucién y con 2 y 8 ug no hubo efecto en la
ejecucion, aunque se observaron medianas mas altas que en los grupos de 1pg.

Existen resultados como los de Flood et al., (1998), quienes encuentran que la
administracién post-entrenamiento de 2-hidroxisaclofen (0.5 a 10 ng) en el hipocampo de
ratones muestra una curva dosis respuesta en “U” invertida donde 0.5 ng no tuvieron efecto, 1 ng
mejord la ejecucion y 2.5, 5 y 10 ng no tuvieron efecto en la ejecucién en la tarea de evitacion
activa en laberinto en “T”. Mientras que Farr, et al., (2000) al extender las dosis de 2-
hidroxisaclofen a 20 ng y administrarla en ¢l hipocampo de ratones de la misma cepa, en la
misma tarea vuelven a encontrar mejoria de la retencion, pero a medida que aumentan la dosis a
40 ng hay tendencia a disminuir el efecto de mejoria.

Con ofros antagonistas GABAB se observa la misma variabilidad por ejemplo el
CGP35348 infundido en el hipocampo a las dosis de 2.5, 5 y 10 pg no tuvieron efecto y con 25 y
50 pg decrementaron la retencdn de la memoria en la tarea de evitacién inhibitoria ( Zarrindast,
et al., 2002).

La variabilidad obtenida con los resultados de este experimento, pueden atribuirse a la
falta de especificidad del 2-hidroxisaclofen. Se ha reportado que el 2-hidroxisaclofen es un
antagonista GABAB maés potente que el faclofen, pero se ha demostrado que in vitro muestra
poca selectividad a los receptores GABAB (Al-Dahan et al., 1990).

El efecto del 2-hidroxisaclofen en la modulacion de la liberacién de acetilcolina en el
estriado también se ha reportado in vivo en estudios de microdialisis en los que la dosis de 100
UM no afectaron los niveles de ACh; pero cuando se coadministra con baclofen 10 uM redujo el
decremento en la liberacion de acetilcolina (Anderson et al., 1993; De Boer & Westerink, 1994).
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EXPERIMENTO 3

La efectividad de los antagonistas GABAérgicos se ha demostrado no sdlo para revertir la
amnesia inducida por sus agonistas sino también para la que se genera por otros tratamientos.
Por ejemplo, se ha reportado que la administracién sistémica de antagonistas GABAA revierte la
amnesia inducida por escopolamina (Cruz-Morales, 1992) y que la fisostigmina atenua la
reduccién en las respuestas cormrectas en una tarea de discriminacién visual condicionada,
inducida por muscimol en la sustancia innominada (Dudchenko & Sarter, 1991). El deterioro
inducido por la administracién de escopolamina en la tarea del laberinto de Morris fue revertido
por el antagonista GABAB CGP36742 (Nakagawa, 1997). Estos datos apoyan la hipotesis de
que el GABA tiene un efecto inhibitorio sobre la acetilcolina en la modulacion de la memoria.
Por lo anterior en este experimento se estudiara el efecio de los dos antagonistas GABAérgicos

faclofen y 2-hidroxisaclofen sobre la amnesia inducida por escopolamina.

113.1 Objetivo especifico: 1) Evaluar el efecto de los antagonistas GABAB 2-

hidroxisaclofen y faclofen en la amnesia inducida por escopolamina.

11.3.2. Procedimiento: En la primera parte se evalué el efecto del 2-hidroxisaclofen,
sobre la amnesia inducida por escopolamina, para lo cual se utilizaron 6 grupos de 10 sujetos
cada uno. Los sujetos fueron asignados a los siguientes tratamientos: grupos tratados con la
combinacién de escopolamina (30 ug) con 2-hidroxisaclofen a las dosis de 2 y 8 pg. También se
utilizaron los grupos inyectados con solucién salina al 0.9%, escopolamina, 2-OHS(2) y 2-
OHS(8), del experimento 1 y 2. La administracién de las drogas se realizé 5 minutos después
del entrenamiento. Las mezclas se diluyeron en un volumen constante de 1 pl y se perfundieron
a través de las canulas durante 1 minuto. Las latencias de retencién fueron probadas 24 horas
después. En la segunda fase se evalué del efecto de la administracion intraestriatal de faclofen
sobre la amnesia inducida por escopolamina. Se utilizaron 4 grupos, un grupo tratado con FAC
(1 pg), los grupos de SAL y ESC (utilizados en el experimento 1) y en otro grupo se administro

la combinacién de FAC+ESC con las mismas dosis.

11.3.3. Resultados: En los resultados obtenidos en la primera fase de este experimento, el
andlisis de varianza de Kruskall Wallis no revel6 diferencias significativas entre los grupos

cuando se compararon las latencias de adquisicién; sin embargo, se encontraron diferencias
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significativas en las latencias de retencion (Hs=25.4807, p<0.001) por lo que se realizo6 la

prueba U de Mann Whitney para determinar las diferencias entre pares de grupos.

No se encontraron diferencias en los grupos tratados con 20HS(2), 20HS(8),
20HS(8)+ESC respecto al grupo de SAL. Por otro lado el grupo de salina difirié de los grupos
tratados con ESC (U=7, p<0.01) y 20HS(2)+ESC (U=15.5 p<0.01). El grupo tratado con
20HS(8)+ESC tuvo una retenciéon intermedia con una mediana de 352.5 y los sujetos del grupo
20HS(2)+ESC presentaron amnesia con una mediana de 83.

El grupo de ESC, difiri6 de los grupos tratados con 20HS(2) (U=22, p<0.001), 20HS(8)
(U=0, p<0.001), 20HS(2)}*+ESC (U=15 y p<0.01) y 20HS(8)+ESC (U=0 p<0.001).

En la Figura 8 se presentan las medianas de las latencias de retencién. En la Fig 10 se

muestra la localizacién de las canulas en la region anterodorsal del estriado.

Efecto de 2-hidroxisaclofen en la amnesia inducida por escopolamina
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Figura 8. En esta gréfica se presentan las medianas de las latencias de retencién de los grupos tratados
con 2-hidroxisaclofen a 2 y 8 pg + escopolamina. Ambas dosis de 2-hidroxisaclofen revirtieron el efecto
amnésico de ESC.

* p<0.01 vs SAL y +p<0.01 ++p<0.00] vs ESC.
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En la segunda fase de este experimento para evaluar el efecto de faclofen sobre la
amnesia inducida por escopolamina, no se encontraron diferencias significativas con el anélisis
de Kruskall Wallis para las latencias de adquisicién y en las latencias de retenciéon hubo
diferencias estadisticamente significativas (H3= 24.6026 y p<0.00001). Con una prueba a
posteriori se detecté que el grupo de SAL difirié s6lo del grupo tratado con escopolamina; los
sujetos tratados con la mezcla FAC+ESC tuvieron buena retencién con medianas de 600
parecida al grupo de salina y se encontraron diferencias significativas en el grupo de ESC con el
grupo que recibi6 la combinacién de FAC+ESC (U=1, p<0.01). En la Figura 9 aparecen las

medianas de las latencias de retencion y en la Figura 10 aparece la ubicacion de las canulas.

Efecto del faclofen en la amnesia inducida por escopolamina
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Figura 9. Medianas de las latencias de retencién de los grupos de ratas que fueron implantadas en estriado
anterodorsal y entrenadas en evitacion inhibitoria (1 mA) e inyectadas 5 min post-entrenamiento con FAC
solo y en combinacién con ESC, muestran que el FAC revirti6 la amnesia inducida por ESC.

ESC +p<0.01 vs SAL, FAC y FAC+ESC *p<0.001 vs ESC
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Figura 10. Representacion esquematica de los cortes histolégicos coronales. Las secciones sombreadas
representan el rango donde se localizaron las puntas de las cénulas de los sujetos tratados con las
mezclas: escopolamina+2-hidroxisaclofen y escopolamina+faclofen. (diagramas tomados de Paxinos y
Watson, 1996).

11.3.4 Discusién: La administracién de 1 pg de faclofen produjo una ejecucién adecuada
en evitacién inhibitoria. Con respecto a esta droga, los resultados coinciden con los reportes de
otros autores (DeSousa, et al., 1994) donde se encontré que el faclofen se comporta como el
grupo control, cuando se evalia su efecto sobre la memoria de trabajo y la memoria de
referencia. Sin embargo cuando se administra en el hipocampo se observa un efecto facilitatorio

dependiente de la dosis en la tarea de laberinto en “T” (Farr, et al., 2000).

La administraciéon de escopolamina en combinacion con los antagonistas GABAB
revirtieron el efecto amnésico inducido por escopolamina y se pudo observar una mejor
reversion con el grupo de faclofen que present6 una mediana de 600 s, en comparacién con los
grupos tratados con 2-hidroxisaclofen; particularmente el grupo con la dosis de 2 pg donde se
presentaron diferencias significativas con respecto a las medianas del grupo de ESC pero no se
observ una mejoria con respecto a SAL. Estos datos indican que en esa dosis la combinacion de
dichas drogas no es suficiente para revertir la amnesia retrograda en la tarea de evitacion
inhibitoria con respecto a los sujetos tratados con SAL. En la dosis de 8 pg de 2-hidroxisaclofen

se observé que si hubo reversién de la amnesia inducida por escopolamina comparado con el
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grupo de escopolamina, aunque no hay diferencias significativas respecto a SAL.

Estos resultados coinciden con los reportados por Nakagawa y Takashima (1997) donde
la administracién del antagonista GABAB, CGP36742 revirti6 el déficit inducido por
escopolamina y baclofen en la tarea de laberinto de Morris en ratas al igual que ocurre con los
antagonistas GABAA en los trabajos reportados por Cruz-Morales (1992) y Garcia-Saldivar
(2002) quienes encontraron que la administracién sistémica del antagonista GABAA, picrotoxina
revirtié la amnesia inducida con escopolamina en la tarea de evitacién inhibitoria.

La reversiéon de la amnesia inducida por escopolamina con estos antagonistas, puede
explicarse a través de la interaccién entre el sistema GABAérgico y el sistema colinérgico.
Existen numerosas evidencias conductuales de la interaccion entre GABA y ACh que pueden ser
importantes para la funcién cognitiva. Se ha encontrado que las tareas de laberinto radial o
laberinto de Morris que pueden ser deterioradas por muscimol, son sensibles también al bloqueo
colinérgico (Chrobak et al., 1989; Brioni et al., 1990). Cuando se han administrado mezclas de
drogas colinérgicas y drogas que actiian sobre los receptores GABAA se ha encontrado que el
tratamiento sistémico con muscimol atenué la mejoria inducida por oxotremorina en evitacion
inhibitoria (McGaugh & Cahill, 1997); en la sustancia innominada el muscimol incremento el
nimero de errores y las latencias de respuesta de una tarea de discriminacién visual
condicionada y estos efectos fueron revertidos con fisostigmina (Dudchenko & Sarter, 1991).
Cuando se han utilizado mezclas de farmacos colinérgicos con drogas que actian en los
receptores GABAB, también se ha reportado una interaccion de la ACh con los receptores
GABAB, por ejemplo dosis bajas de oxotremorina revirtieron el efecto amnésico del baclofen
(Castellano & McGaugh, 1991; McGaugh & Cahill, 1997); en otro estudio el baclofen a dosis de
2.5 mgkg, no afecté la ejecucién de ratas en laberinto, pero la coadministracién con
escopolamina, exacerb6 el efecto amnésico (Sidel et al., 1988); de igual forma en evitacién
inhibitoria el baclofen acentué el efecto amnésico de escopolamina (Garcia-Saldivar, 2002),
mientras que el antagonista GABAB CGP36742 revirti6 el déficit inducido por escopolamina y
baclofen en la tarea de laberinto de Morris en ratas (Nakagawa & Takashima, 1997).

93



EXPERIMENTO 4

Es probable que los antagonistas 2-hidroxisaclofen (8 pg) y del faclofen (1 ug) que no
tienen efecto en el procedimiento de evitacion inhibitoria cuando se administran solos, reviertan
la amnesia inducida por el baclofen, como ha ocurrido con otros antagonistas GABAB como €l
CGP35348 y él faclofen cuyo efecto antagonista se puede apreciar sélo cuando se administran
con el baclofen (Zarrindast et al., 1998; 2002).

11.4.1 Objetivo especifico: Evaluar el efecto de la administracién intracstriatal de 2-OHS
y el FAC sobre la amnesia inducida por BAC, en la consolidacién de la memoria en una prueba
de evitacion inhibitoria.

11.4.2 Procedimiento: Se utilizaron 2 grupos de 10 sujetos cada uno a los que se dio el
siguiente tratamiento: grupo BAC+20HS(8), grupo FAC+BAC, y los grupos de BAC, FAC,
20HS(8) y SAL de los experimentos previos.

11.4.3 Resultados: Un andlisis de varianza de Kruskall Wallis, de las -latencias de
adquisicion no detectd diferencias significativas entre los grupos; mientras que en las latencias
de retencidn, se encontraron diferencias significativas entre los grupos (Hs=36.49 y p<0.001).
Con la prueba U de Mann Whitney para evaluar diferencias entre pares de grupos se encontrd
que el grupo tratado con solucién salina difirié significativamente de los grupos tratados con
BAC, 20HS(8)+BAC y FAC+BAC (p<0.01, p<0.01 y p<0.05, respectivamente). El grupo de
BAC present6 diferencias significativas con los grupos de 20HS(8) y FAC (U=1, p<0.001 ;
U=0, p<0.001 respectivamente) El grupo 2HOS(8) difirié significativamente de los grupos
tratados con FAC (U=22.5, p<0.05) y 20HS(8)+BAC (U=3 , p<0.001). El grupo de FAC fue
diferente del grupo de 20HS(8+BAC (U=1 y p<0.001) y FAC+BAC (U=13 y p<0.01). En la
Figura 11, se presentan las medianas de los grupos tratados con las mezclas de agonistas y
antagonistas GABAB. En la Figura 12 se muestra la localizacion de las canulas

11.4.4 Discusién: La evaluacién conductual del efecto agonista-antagonista de las drogas
GABAérgicas se ha manifestado en diversos estudios para las drogas que actiian en los
receptores GABAA. Con respecto a las drogas que actilan en los receptores GABAA, hay
estudios donde la administracion de muscimol en el nicleo basal magnocelular produjo deterioro
de la memoria de trabajo en una tarea de laberinto en Y, mientras que la coadministracién de

muscimol y su antagonista bicuculina redujo este efecto (Beninger, et al., 1992).
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Efecto de los antagonistas GABAB en la amnesia inducida por baclofen
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Figura 11. Medianas de las latencias de retencién de los grupos tratados con BAC en combinacién con sus
antagonistas FAC y 20HS(8).

FAC+BAC, BAC y 20HS(8)+BAC *p<0.05 **p<0.01 vs SAL; 20HS(8); FAC +p<0.001 vs BAC; FAC y
20HS(8)+BAC ep<.05, ¢ep<0.001 vs 20HS(8); FAC+BAC y 20HS(8)+BAC 0p<0.01 00p<0.0.001 vs
FAC.

Figura 12. Representacién de los cortes histolégicos en que se sefialan los lugares donde se
localizaron las puntas de las canulas de los sujetos tratados con 20HS(8)+BAC y FAC+BAC
(diagramas tomados de Paxinos y Watson, 1996).
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En otro estudio se reportd que la administracion del agonista GABAA midazolam pre-
entrenamiento deteriora la adquisicion de la tarea de evitacion inhibitoria y cuando se administra
bicuculina en la amigdala después del entrenamiento en evitacion inhibitoria, bloquea la amnesia
inducida por midazolam (Dickinson-Anson-McGaugh, et al,, 1997). La administracién intra-
amigdala de muscimol decrementd la ingesta de alimento y agua en ratas saciadas y en ratas
privadas y este efecto fue revertido por bicuculina (Mifiano, Meneres, Salinas & Myers, 1992).

El pre-tratamiento de bicuculina y flumazenil previene los déficits ocasionados por el
diazepam en una tarea de evitacion inhibitoria (Farkas & Crowe, 2000). Por los estudios citados
es evidente que en la evaluacion de compuestos con afinidad a los receptores GABAA, los
efectos de los agonistas pueden ser revertidos al parecer de una manera eficaz y se pueden
observar tanto a nivel bioquimico como conductual. Sin embargo en lo que se refiere a las
drogas que actilan en los receptores GABAB, existen pocos reportes en que se haya evaluado
conductualmente el efecto agonista-antagonista del baclofen con sus antagonistas faclofen,
saclofen, 2-hidroxisaclofen en forma tan contundente. Los estudios de DeSousa et al., (1994) en
el nicleo basal magnocelular reportaron que el baclofen afecté la memoria de trabajo en la tarea
de laberinto en “Y” y que la coadministracién de faclofen revirtio este efecto (DeSousa, et al.,
1994). La inyeccién post-entrenamiento del antagonista GABAB CGP35348 a la dosis .dc 2.5,5
y 10 pg no tuvieron efecto en la retencion de la memoria de la tarea de evitacion inhibitoria (2.5
mA) cuando se administré solo, pero si redujeron el efecto amnésico del baclofen (Zarrindast,
Bakhsha, Rostami & Shafaghi, 2002).

En estudios realizados in vitro con tejido aislado de cerebro de rata se ha encontrado que
el 2-hidroxisaclofen es mas potente que el faclofen para revertir la unién del baclofen a los
receptores GABAérgicos en comparacion con el faclofen. Sin embargo, cuando se trabaja con
sujetos in vivo la reversion de los efectos de los antagonistas no es muy clara. Es importante
tener en cuenta que éstos firmacos tienen que competir por la unién al sitio de receptores
GABAB dentro de un sistema en el que participa no sblo el GABA liberado por las neuronas
GABAC rgicas, sino también estd la presencia del GABA enddgeno que hace mas dificil esa
competencia por sus ligandos. Ademas se tiene que considerar que el 2-hidroxisaclofen no
presenta una selectividad absoluta para discriminar entre receptores y puede ocupar otros sitios
receptores quimicamente relacionadas al GABA (Al-Dahan, et al. 1990), lo que es indicativo de

la poca selectividad del 2-hidroxisaclofen para los receptores GABAB al competir con baclofen.
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En algunos estudios de microdiélisis in vivo el efecto antagdnico del 2-hidroxisaclofen en
la liberacion de ACh sélo se ha observado con la coadministracién con baclofen, pero por si
solo no tuvo ningin efecto (Anderson, et al., 1993). Los resultados de Rada et al., (1993)
también muestran que el antagonista saclofen no tuvo efecto en la liberacién de ACh, pero en
combinacién con baclofen bloqueé el decremento producido por baclofen en el nicleo
acumbens. Aunque hay otros datos donde se encuentra que la reversion del efecto de los
agonistas depende de la dosis del antagonista utilizado. Por ejemplo el antagonista CGP36742
atenuo el déficit provocado por el baclofen en la tarea de laberinto de Morris en las dosis de 100
mg/kg, pero no en las dosis de 10 6 30 mg/kg (Nakagawa & Takashima, 1997).

En este experimento se esperaba que el 2-hidroxisaclofen y el faclofen antagonizaran el
efecto ammnésico del baclofen, sin embargo s6lo se observé una tendencia con la administracién
del faclofen. Aunque si se ha reportado que estos compuestos antagonizan otros efectos
depresores del baclofen (Anderson et al., 1993; Rada, et al., 1993).

Para los dos antagonistas utilizados en este experimento se han encontrado en
experimentos in vifro, efectos en los receptores GABAB presinapticos, cuya presencia se ha
reportado también en el neoestriado.

Dutar y Nicoll (1988) sugirieron que los receptores en sitios pre y postsinapticos son
diferentes, ademds existen reportes que indican que parte del problema para antagonizar la
accion del baclofen puede ser causada por la pobre eficacia del faclofen y del 2-hidroxisaclofen
sobre la accion presindptica de baclofen; pues se ha reportado que el baclofen tiene mayor
afinidad a los sitios de unién de los receptores presinapticos GABAB y para bloquear la unién
del baclofen se requeriran dosis mayores de estos antagonistas (Deisz, 1997). Esto podria
explicar que no se haya presentado reversién de la amnesia inducida por baclofen que se observo

con la coadministracién de 2-hidroxisaclofen y faclofen en el presente experimento.
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12. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En diversos estudios se ha involucrado al estriado dorsal con la memoria de tipo estimulo-
respuesta (procedural) o desarrollo de habitos, sobre todo en aquéllas tareas en las que la
actividad motora es importante (Packard, Vecchioli, Schroeder & Gasbarri, 2001). Las
evidencias sugieren que las funciones del estriado pueden estar organizadas con base en las
proyecciones topograficas que recibe de todas las regiones de la corteza (Heimer, et al., 1995) asi
como de varios ndcleos taldmicos (Ottersen & Storm-Mathisen, 1984). Una hipétesis interesante
es que se ha relacionado al estriado dorsal con una forma de aprendizaje en la cual se requieren
asociaciones estimulo-respuesta. Esta hipétesis se ba probado por numerosos estudios
neuroconductuales en diferentes especies, incluyendo ratas y monos; en humanos los estudios de
pacientes con enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson o la corea de Huntington que
comprometen la zona de los niicleos de la-base y con los estudios de neuroimagen se ha
estudiado el papel del neoestriado en la formacién de la memoria procedural o implicita. Se ha
encontrado que las lesiones del estriado deterioran en forma selectiva la adquisicién de aquéllas
tareas en las que exista un componente de informacidén sensorial que es necesario para la
formacion de asociaciones estimulo respuesta especificas. Por ejemplo, las lesiones de la regién
posteroventral del estriado que recibe entradas de la corteza visual, deterior6 la adqujsiéién de la
respuesta emocional condicionada cuando se utiliza un estimulo visual, pero no hay deterioro
cuando se usa un estimulo olfatorio; lo mismo ocurre con la tarea de discriminacién visual en el
laberinto de Morris y en el laberinto radial cuando se usan estimulos condicionados visuales. Las
lesiones del estriado ventrolateral que recibe entradas de la corteza olfatoria, deterioraron la
adquisicién de la respuesta emocional condicionada cuando se usé un estimulo condicionado
olfatorio (Packard & McGaugh, 1996).

Cuando se administran firmacos en el estriado dorsal, se activan o inhiben no sélo las
vias de entrada del sistema corticoestriatal y talamoestriatal que son principalmente
glutamatérgicas, sino también las aferencias que llegan al estriado dorsal del sistema
dopaminérgico nigroestriatal (Graybiel, 1990; Wilson, 1998) y las interneuronas GABAérgicas y
colinérgicas (Wilson 1998) que se localizan en el neoestriado.

La composiciébn histoquimica del estriado con un 95% de neuronas espinosas
GABA¢érgicas con un dominio inhibitorio y la presencia de interneuronas gigantes colinérgicas

que poseen en su membrana receptores GABA{rgicos, permiten evaluar los efectos de farmacos
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GABAérgicos, y colinérgicos en las estructuras que participan en la formacion derla memoria
procedural y sus interacciones en esta estructura (Bolam & Smith, 1990; Wilson, 1998).

Los receptores GABAérgicos han sido caracterizados en diferentes clases, con base en
sus especificidades farmacolégicas. En el sistema nervioso central el GABA puede ejercer sus
efectos a través de varios tipos de receptores a GABA, principalmente por receptores GABAA y
GABAB. Se ha descrito la distribuci6n de los receptores GABAA en el estriado de primates con
considerable heterogeneidad regional y celular (Waldvogel, Fritschy, Mohler & Faull, 1998) y se
han encontrado en las neuronas colinérgicas del estriado de rata (Ikarashi, et al., 1999).

Mediante el uso de anticuerpos policlonales que reconocen especificamente la subunidad
del receptor GABABRI, se ha encontrado en el estriado de monos, que las células que se tifien
mas densamente son neuronas espinosas de proyecciéon (Charara, Heilman, Levey & Smith,
2000).

En humanos con estudios inmunohistoquimicos y de microscopia confocal se han
encontrado juntas las subunidades GABAA ol y las subunidades GABABR1 y GABABR2) en
interneuronas GABAérgicas estriatales calretinina-positivas y parvalbiimina-positivas. También
se han identificado las subunidades GABABRI y GABABR2 en las interneuronas colinérgicas
estriatales (Waldvogel, Billington , White, Emson, & Faull, 2004).

Se ha demostrado que las terminales de las neuronas GABAérgicas del estriado hacen
contacto con neuronas colinérgicas gigantes a través de los receptores GABAA e inhiben la
salida de ACh estriatal (Ikarashi et al. 1999), sin embargo se pensaba que no habia inhibicién de
la liberacion de ACh por la via de los receptores GABAB directamente en las células
colinérgicas, ya que el estriado de ratas se ha reportado como una regién de bajo enlace para sus
agonistas (Anderson et al., 1993; DeBoer & Westerink, 1994), los estudios de Waldvogel et al.
(2004) demostraron la presencia de los receptores GABABR directamente en las neuronas
colinérgicas del estriado en humanos. Por lo que se ha propuesto que los efectos de interaccion
entre el sistema de receptores GABAB y acetilcolina encontrados a nivel conductual tanto en
estos experimento como en otros se puede deber a un efecto directo a través de las subunidades
GABABR1 o GABABR2 de los receptores GABAB localizados en las neuronas colinérgicas
estriatales.

En este experimento para poder evaluar la interaccion entre los sistemas colinérgico y

GABAérgico mediado por los receptores GABAB en el estriado dorsal se encontr6 que el grupo
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tratado con escopolamina (30 pg/pl) tuvo latencias de retencién bajas. Estos resultados
confirman que la administracién de escopolamina después del entrenamiento produce deterioro
en la ejecucién de la tarea de evitacion inhibitoria en ratas (Prado-Alcali, 1985). Efectos
equivalentes se han informado después del bloqueo colinérgico estriatal producido por el
anticolinérgico étropina (Prado-Alcal4, et al., 1980) lo cual apoya la participacién del sistema
colinérgico estriatal en procesos de aprendizaje y memoria. También se han encontrado
diferencias en los patrones de liberacion de acetilcolina en las estructuras que participan en la
memoria declarativa thipocampo) y en la memoria procedural antes y después del entrenamiento
que se han relacionado con la seleccion de la estrategia durante el aprendizaje (Mclatyre,
Marrito & Gold, 2003).

Por otro lado ¢l agonista GABAB baclofen (1.5 pg) aplicado post-entrenamiento deteriord
la ejecucién en evitacién inhibitoria (ImA) en el estriado dorsal que concuerda con los datos
reportados a nivel sistémico e intracerebral donde produjo deterioro en la ejecucién de una tarea
de evitacién inhibitoria en ratas (Cruz-Morales, 1992; Garcia-Saldivar, 2002; McGaugh, 1997;
Veloz-Gémez, 2000), en la tarea de laberinto en “Y” (DeSousa et al., 1994) y en evitacién activa
y pasiva (Kuziemka & Wisniewsky, 1999). El efecto amnésico del baclofen en la tarea de
evitacion inhibitoria obtenido en el presente experimento es un hallazgo muy importante porque
hasta donde se tiene conocimiento es la primera vez que se informa el efecto amnésico del
baclofen en la region anterodorsal del estriado.

La administracién de 2-hidroxisaclofen y faclofen en el hipocampo producen mejoria en
la retencion en una tarea en laberinto (Farr, et al., 2000), por lo que se esperaba facilitacién de la
consolidacién de la memoria en el presente experimento, sin embargo este efecto no se observé.
La administracién de 2-hidroxisaclofen no presenté efecto facilitatorio a ninguna de las dosis
evaluadas en la curva dosis respuesta, en comparacién con los resultados en otras estructuras
como el septum en que mejora la ejecucion en una prueba de evitacién inhibitoria a las dosis de
1 ng (Flood et al., 1998). Al contrario se observé un efecto de deterioro a la dosis de 1 pg
coincidiendo con los resultados de otros investigadores con el uso de otro antagonista GABAB
(CGP35348) que causé deterioro en la tarea de evitacién inhibitoria cuando se administré en el
hipocampo (Zarrindast, et al., 2002).

La administracion de FAC en la dosis de 1.0 pg mostré una ejecucion adecuada, aunque

no hubo efecto facilitatorio, puesto que las diferencias no fueron significativas con respecto al
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grupo control; pues en ambos casos se observaron latencias de 600s, lo cual impide que se pueda
ver una facilitacion (efecto de techo).

Para conocer las interacciones entre GABA y ACh en el estriado, se evaluaron los grupos
tratados con agonistas o antagonistas GABAB mis la escopolamina (ESC+BAC, FAC+ESC, 2-
OHS(2+ESC y 2-OHS(8)+ESC. En el grupo de ESC+BAC como se podria esperar mostré
deterioro en la ejecucién y estos efectos coinciden con los trabajos donde se reporta amnesia
retrégrada por la administracién sistémica de estos compuestos (Garcia-Saldivar, 2000, Veloz-
Gmez, 1999).

En el grupo FAC+ESC, el faclofen revirtié la amnesia inducida por escopolamina, con la
dosis de 1 pg.

El grupo tratado con escopolamina y 2-hidroxisaclofen con las dosis de 2.0 y 8.0 ug si
revirtieron el efecto de escopolamina.

Estos resultados apoyan la hipétesis de una interaccion entre los sistemas GABAérgico y
colinérgico en la modulacién de la memoria. Efectos conductuales similares se han informado
por la administracién de! antagonista CGP36742 que atenta el efecto amnésico de baclofen y
escopolamina cuando se administran sistémicamente pre-entrenamiento en el laberinto de Morris
(Nakagawa & Takashima, 1997).

Los resultados pueden explicarse con la informacién que existe sobre la interaccién entre
el sistema GABAérgico y el sistema colinérgico. En la regién dorsal del estriado, existe
inervacion tanto colinérgica como GABAérgica (Gerfen, 1989; Wilson, 1998).

Los estudios previos sugieren que la actividad de neuronas colinérgicas puede ser
afectada de manera intrinseca por GABA (Anderson, et al., 1993, Ikarashi, et al., 1999). Los
estudios realizados por Anderson et al. (1993) han demostrado la regulacion de la liberacion de
ACh mediada por receptores GABAA en las neuronas colinérgicas (Ikarashi, et al., 1999) que
responden al efecto de muscimol y bicuculina en el estriado de rata, y apoyan una interaccion
intrinseca, esto explicaria el efecto de deterioro o mejoria en la ejecucion de la tarea de evitacion
inhibitoria en el estriado porque la unién de los agonistas en éstos receptores disminuiria la
eliminacioén de ACh y los antagonistas GABAérgicos la aumentarian.

Para los GABAérgicos que actian en los receptores GABAB los cambios pueden ocurrir
a través de los receptores de GABABR1 o GABABR2 cuya presencia se ha reportado
recientemente en el 80% de las interneuronas colinérgicas (Waldogel, Billinton, White, Emson

101



& Faull, 2004), por lo que es muy facil pensar que los agonistas y antagonistas GABAB se unan
a los receptores GABAB de las neuronas colinérgicas estriatales.

Aunque no se puede descartar que la interaccion entre GABA y ACh mediada por los
receptores GABAB puede ser extrinseca (Scatton & Bartholini, 1981) a través de las diferentes
vias que convergen en el estriado. La interaccién extrinseca entre GABA y acetilcolina puede
ocurrir en el caso de la estimulacién de los receptores presinépticos GABAB con los agonistas
que estimulan la liberacion de glutamato o dopamina. En las células colinérgicas de] estriado
también se han encontrado receptores glutamatérgicos y dopaminérgicos y a través de estos se
puede regular la liberacion de ACh. Los receptores a glutamato y dopamina pueden ser
estimulados a través de las vias nigroestriatales, corticoestriatales o tdlamoestriatales que poseen
receptores presinapticos GABAB.

En este estudio el FAC revirtié mejor la amnesia inducida por baclofen y escopolamina
que el 2-hidroxisaclofen. Hay estudios que han demostrado in vitro que el 2-hidroxisaclofen no
es tan selectivo en su unién con receptores GABAB, pues interactiia con los receptores GABAA,
muscarinicos y serotoninérgicos (Al-Dahan, 1990) que también se encuentran en el estriado y tal
vez los resultados de 2-hidroxisaclofen en este experimento se deban a su inespecificidad.

Cuando se administré faclofen con el baclofen se revirti6 el efecto amnésico deln baclofen
de una manera parcial, con las dosis utilizadas. Estos resultados coinciden con los reportados en
otras condiciones experimentales in vivo. La inyeccion intracortical crénica de baclofen induce
dos tipos de descargas paroxisticas electrogrificas, consistentes en dos patrones de espigas
diferentes (Tipo I y Tipo II) y el faclofen (1ug) sélo fue capaz de revertir el Tipo L, pero no el
Tipo I, por lo que los investigadores Brailowsky et al. (1995), propusieron que es probable que
el faclofen actiia en distintos subtipos de receptores GABARB al igual que se ha reportado in vitro
(Dutar & Nicoll, 1988; Deisz, et al., 1993).

En el grupo tratado con 2-hidroxisaclofen y baclofen, el 2-hidroxisaclofen no revirti6 la
amnesia inducida por baclofen ni siquiera de manera parcial como ocurrié con faclofen.

Las diferencias observadas entre estos dos antagonistas es probable que se deban a la
especificidad a los receptores GABAB pues se ha reportado que el faclofen es mis espeéiﬁco en
su unién a los receptores GABAB (Baumfalk & Albus, 1988), mientras que el 2-hidroxisaclofen
puede unirse a receptores diferentes al GABAB (Al-Dahan, 1990).

Los resultados del presente estudio demuestran que el baclofen y la escopolamina

102



administrados en el estriado después del entrenamiento producen amnesia retrégrada y que la
administracion de faclofen no tuvo efecto importante cuando se administré en forma aislada,
pero fue capaz de revertir la amnesia inducida por la escopolamina. Estos datos apoyan la
hipétesis de la interaccion entre los sistemas colinérgicos y GABAérgicos en la modulacion de la
memoria en el estriado dorsal y se sugiere la participacion de los receptores GABAB en dicha

modulacion.
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