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INTRODUCCIÓN

La capacidad de un organismo de interaccionar con su medio para sobrevivir depende

en gran medida del conocimiento que tenga de éste. La forma en que adquiere el

conocimiento de su entorno se produce a través de la integración y almacenamiento de

estímulos que recibe constantemente de lo que le rodea; el mecanismo por medio del

cual se adquiere y procesa esta información es conocido como aprendizaje. La

posibilidad de recordar eventos importantes después de adquirido un aprendizaje se le

denomina memoria. 

A la memoria se le ha clasificado de diversas maneras, por ejemplo  con respecto

a su contenido se divide en: memoria declarativa y memoria no declarativa. La memoria

declarativa se ha propuesto como aquella que recupera la información de manera

consciente (también ha sido denominada memoria explícita), mientras que la memoria

no declarativa (conocida a su vez como memoria implícita), se considera que no tiene

acceso a ningún contenido mnemónico, es decir, no se recupera conscientemente

(Squire et al., 1992; Bermúdez-Rattoni y Prado-Alcalá, 2001). 

La memoria no declarativa involucra cambios en la habilidad de responder

apropiadamente a estímulos a través de la práctica, como el resultado de un

condicionamiento o costumbre aprendida. Algunas formas contenidas en este tipo de

memoria son filogenéticamente antiguas y se han conservado a través del tiempo, como

la habituación, la sensibilización y el condicionamiento clásico, ya que han sido

observadas en experimentos con animales invertebrados (Milner et al., 1998). A esta

memoria se le refiere también como la memoria basada en datos y se clasifica en:

habilidades y hábitos, priming (cambios en el desempeño en una tarea como

consecuencia de la información a la que se ha expuesto recientemente), aprendizajes

asociativos básicos y aprendizajes no asociativos (Squire, 1998).

La memoria declarativa tiene la capacidad de evocación consciente y cuando ya

no ocupa nuestra atención dejamos de tener conciencia de ella. Esta memoria se

sustenta en expectativas o referencias y almacena representaciones de hechos

(denominada también semántica) y de eventos (conocida a su vez como episódica).



3

A pesar de que no se consideraba que los animales tuvieran una memoria episódica ya

que ésta se había definido únicamente para humanos (Tulving, 1983), es a través de

estudios experimentales con mamíferos y aves, como se ha descrito una memoria

parecida a la episódica, al identificarse a través de criterios conductuales algunos

parámetros específicos que acumulan un valor asociativo y de familiaridad del medio,

en estas especies. Estos valores de “qué”, “cuándo” y “cómo” (característicos de la

memoria episódica en los humanos), se considera que son adquiridos de forma

independiente por los animales, por lo que se pueden incluir dentro de esta definición

de memoria  (Morris, 2001).

Cada uno de estos sistemas de memoria se han relacionado preferencialmente

con ciertos substratos neuronales y se han descrito algunas de las estructuras

cerebrales involucradas con cada tipo de memoria.

 Dentro de las memorias no declarativas se ubicaron estructuras como el estriado,

la corteza motora y el cerebelo, el priming se ha relacionado con la neocorteza, las

respuestas emocionales con la amígdala, el aprendizaje de asociaciones básicas

incluye a la musculatura esquelética y al cerebelo. Finalmente, el aprendizaje no

asociativo se correlaciona con las vías reflejas (Squire et al., 1993).

Para las memorias declarativas se tienen definidas áreas cerebrales como el

hipocampo; el lóbulo temporal medial; el diencéfalo; las cortezas neocorticales

adyacentes alojadas en el surco rinal que son: la corteza entorinal y la corteza peririnal,

además de la región parahipocampal (Squire et al., 1993). Ver figura 1.
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La memoria declarativa puede ser recuperada o evocada después de que se consolidó

algún aprendizaje, tanto en los humanos como en los animales (Squire et al., 1993,

1998; Schacter y Tulving, 1994; Bermúdez-Rattoni y Prado-Alcalá, 2001).

Para el proceso de consolidación de la memoria, se han propuesto 2

mecanismos de integración de la información: 1) una vía de transferencia entre

estructuras, que enfatiza el paso del trazo de la memoria a través del tiempo por

ejemplo; del hipocampo a la neocorteza. Esta vía de transferencia es denominada como

“sistemas de consolidación” (Squire, 1992; McClelland et al., 1995; Squire y Álvarez,

1995; Nadel y Moscovitch, 1997; Bontempi et al., 1999; Nader, 2003) y 2), la

Figura 1. Esquema de los Sistemas de Memoria de los Mamíferos. Esta taxonomía
describe las principales estructuras cerebrales que son importantes para cada tipo de
memoria. Modificado de Squire et al., 1993.
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consolidación celular, que se enfoca sobre los elementos moleculares en las células en

una región particular del cerebro. Esta consolidación celular sugiere que el trazo de

memoria inicial (la memoria recientemente adquirida se considera lábil dentro de un

periodo de tiempo corto), llamada también memoria de corto plazo o memoria de

trabajo; posteriormente, se establece como memoria de largo plazo a través de cambios

bioquímicos y morfológicos en las sinapsis (procesos de plasticidad) y, de cambios

celulares, que requieren de síntesis de proteínas (Davis y Squire, 1984; DeZazzo y

Tully, 1995; Bailey et al., 1996; Nader et al., 2000; Nakazawa et al., 2004).

Los primeros experimentos relacionados a los procesos de memoria de corto y

largo plazo, fueron los estudios de Scoville y Milner (1957), quienes practicaron una

reserción bilateral del hipocampo y áreas corticales asociadas a un paciente con

epilepsia severa llamado H. M. Los resultados de este experimento indicaron que

regiones específicas del cerebro, denominadas colectivamente lóbulo temporal medial,

son cruciales en la formación de memorias declarativas. Esto fue evidente, porque

después de la operación, H. M. mostró una pérdida de la capacidad de atención a

aprender nuevos eventos y datos (amnesia anterográda), no obstante, podía recordar

de forma clara hechos de su vida ocurridos antes de la operación.

El caso H. M. en relación con dos pacientes más descritos por Penfield y Milner

(1958), marcaron un precedente para investigaciones posteriores ya que se concluyó

que estos pacientes pueden registrar información perceptual normalmente, pero esta

información deja de ser disponible después de segundos, lo que marcó una distinción

entre un proceso de memoria primaria (corto plazo) con una rápida pérdida y un

proceso secundario en el cual, la información se almacena por un largo plazo (Milner et

al., 1998).

Otros estudios realizados en modelos animales, dejaron en claro el importante

papel del hipocampo en la formación de la memoria declarativa (Eichenbaum, 1997), ya

que la organización funcional y anatómica del sistema del lóbulo temporal medial es

similar en humanos, primates no humanos y roedores (Squire, 1992; Mayford et al.,

1996).
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La función del hipocampo en la memoria declarativa

El sistema estructural de la memoria declarativa hipocampal se considera constituido de

tres componentes principales, áreas córtico-cerebrales, la región parahipocampal y el

hipocampo en si mismo (Eichembaum et al., 1996).

El hipocampo es una estructura que en los humanos se localiza dentro de la

pared media de la corteza temporal; en las ratas, se ubica cercano a la superficie dorsal

de la corteza (Bliss, 1998). Recibe información por medio de dos vías, las subcorticales

que se proyectan desde el septum medial a través del fórnix, y entradas neocorticales

que convergen en la corteza entorinal (CE), y que llegan a éste por la vía perforante. El

hipocampo está dividido anatómicamente en dos regiones: el giro dentado (GD), que se

encuentra formado por células granulares y los Cuernos de Ammon (CA 1-3), que

contienen a las células piramidales. El GD descansa inmediatamente por debajo de las

células piramidales en la parte baja de CA1, a esta región se le denomina hilus (Burges

et al., 1999). 

La información sensorial fluye de las células estrelladas de la capa II y la capa III

de las células piramidales de la CE (Nakazawa et al., 2004), y entra por las fibras de la

vía perforante que se proyectan a las células granulares que en conjunto se denominan

fibras musgosas cuya proyección compacta hace sinapsis con las células piramidales

de CA3; a su vez, los axones de estas células hacen contacto con las células

piramidales de CA1 por el haz denominado colaterales de Schaffer y, finalmente, se

llega de las células piramidales de CA1 a las células en las capas profundas de la CE,

completando un circuito trisináptico (Amaral y Witter, 1989). Ver figura 2
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Una línea de investigación importante sobre la memoria declarativa hipocampal fue el

experimento realizado por Bliss y Lomo (1973), quienes demostraron que

estimulaciones eléctricas de alta frecuencia en las aferentes excitatorias del hipocampo

causaban un incremento en la eficiencia de la transmisión sináptica que podía durar

horas o días y a la cual denominaron potenciación a largo plazo (PLP). El

descubrimiento de la PLP marcó el primer paso experimental que sustentó la teoría de

que se requiere la coincidencia de actividad pre y post-sináptica en la representación

Figura 2. Representación esquemática del hipocampo en ratas. En esta figura se
muestra la posición de la formación hipocampal en el cerebro de rata en la cual la
superficie cortical que cubre al hipocampo se encuentra descubierta. El hipocampo
es una estructura con forma de C que está orientado longitudinalmente por el eje
septotemporal, desde el núcleo septal rostral (S) a la corteza temporal (T)
ventrocaudal. El eje transversal (TRANS) está orientado perpendicular al eje
septotemporal. La figura superior izquierda muestra los principales elementos
neuronales y las conexiones de la formación hipocampal. Abreviaciones: DG, giro
dentado; mf, fibras musgosas; pp, vía perforante; sc. Colaterales de Schaffer.
Tomado de Amaral y Whitter, 1989.
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neuronal de la memoria, que implicaría un cambio estructural permanente en el sistema

nervioso denominado plasticidad sináptica (Hebb, 1949).

 La caracterización electrofisiológica de las células piramidales del hipocampo

llamadas células de lugar (Shapiro et al, 1997), confirmó la idea de que éste, tiene un

papel importante en la adecuada ejecución de pruebas de aprendizaje espacial (Bures

et al., 1997). Las células de lugar, responden a características espaciales del medio

ambiente (O´Keefe y Dostrovsky, 1971). Se propone que la actividad en conjunto de las

células de lugar representan un mapa del ambiente que el animal utiliza para resolver

problemas espaciales (O´Keefe y Speakman, 1987).

Estos estudios fisiológicos fueron complementados recientemente,

demostrándose que los animales utilizan además, otros factores que influencian la

actividad neuronal hipocampal, como la posición espacial absoluta que incluye dirección

de movimiento y velocidad y, la retención de pistas de tipo no espacial a través de los

sistemas olfativo y auditivo (Eichenbaum et al., 1988; Wiener et al., 1989).

El glutamato como neurotransmisor en la memoria

Como antes se mencionó, entre los diversos mecanismos moleculares que están

involucrados en la formación y consolidación de la memoria se encuentra el

neurotransmisor excitatorio glutamato. El proceso se inicia cuando el glutamato es

liberado de la terminal pre-sináptica y activa a los receptores post-sinápticos tipo NMDA

(N–metil–D-aspartato), a los receptores tipo no-NMDA que incluyen a AMPA (ácido α-

amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propiónico)/kainato, y a los receptores a glutamato

metabotrópicos (Squire, 1998; Barros et al., 2000).

Los receptores tipo no-NMDA generan una despolarización de la membrana por

la entrada de corrientes sinápticas que es insuficiente para la generación de un

potencial de acción, pero puede remover el bloqueo voltaje-dependiente del Mg2+

asociado al canal NMDA (Nowak et al., 1984). Inmediatamente, se producen cambios

en los niveles de segundos mensajeros como Ca2+ y AMPc (adenosín monofosfato),

seguido por un aumento en la actividad de proteínas cinasas. Estos eventos

posteriormente conducen a modificaciones en la transcripción génica a través de la

activación de factores de transcripción (Izquierdo y Medina, 1997; Abel y Kandel, 1998;
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Abel y Lattal, 2001; Kang et al., 2001; Schafe et al., 2001; Taubenfeld et al., 2001;

Adams y Sweatt, 2002; Dudai, 2002; Kida et al., 2002; Bozon et al., 2003) .

Adicionalmente, los cambios en la síntesis proteica también pueden ocurrir a nivel pos-

transcripcional, en el transporte y traducción del RNAm ya existente (Wu et al., 1998;

Steward y Schuman, 2001; Kelleher et al., 2004).

Todos estos mecanismos moleculares ocurren una vez que los receptores tipo

NMDA son activados generando algunas formas de plasticidad sináptica como la PLP,

mientras que los receptores tipo no-NMDA modulan la transmisión sináptica excitatoria

de los receptores tipo NMDA (Song y Huganir, 2002). Ver figura 3.

Figura 3. Los eventos moleculares que describen las fases tempranas y tardías de la potenciación
a largo plazo 2). La estimulación de los receptores a glutamato tipo NMDA como resultado de la
despolarización postsináptica a través de los receptores AMPA y de la unión del glutamato, permite
la entrada del Ca2+ a la neurona postsináptica. Entre los efectos inmediatos producidos por la
entrada del Ca2+ están la activación de CaMKII (cinasa dependiente de Ca-calmodulina II), PKC
(proteína cinasa C)  y calcineurina  La PLP ocurre cuando la adeniato ciclasa (AC), es activada por
Ca2+ o por entradas modulatorias las que a su vez estimulan a AC a través de los receptores
acoplados a las proteínas G. Esto produce un incremento en los niveles de AMPc (adenosín
monofostato), el cual a su vez activa a PKA (proteína cinasa A), que se trasloca dentro del núcleo
donde es fosforilado CREB. Otras proteínas cinasas, como CaMKII, CaMKIV (cinasa dependiente
de Ca-calmodulina IV) y MAP (proteína de adhesión a microtúbulos), regulan la expresión génica.
El BDNF (factor neurotrófico derivado del cerebro); C/EBP, CCAAT proteína de unión; CRE, AMPc
elemento de respuesta; I-1, proteína fosfatasa inhibidora-1; PP1, proteína fosfatasa-1; tPA,
activador plasminogénico de tejido (Abel y Lattal,  2001).
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Los receptores tipo NMDA en el hipocampo

En el hipocampo, la inducción de PLP desde la entrada cortical de la CE a las fibras

musgosas del GD, requiere la activación de los receptores tipo NMDA mientras que la

PLP de las células granulares del GD a la región de CA3 puede ser inducida

independientemente de la actividad mediada por estos receptores (Harris y Cotman,

1986; Wigstrom et. al., 1986).

A partir de esto, algunas Investigaciones fueron desarrolladas con la actividad de

antagonistas farmacológicos a los receptores tipo NMDA tales como AP5 (ácido D,L-2-

amino-5 fosfopentanoico), AP7 (ácido D,L-2-amino-7-fosfopentanoico), y CPP (ácido

(3(+/-)-2-carboxipiperazina-4-yl)-propil-1-fosfónico), Watkins y Olverman en 1987, que

permitieron demostrar que se puede bloquear la despolarización inducida por el

agonista NMDA, sin afectar la despolarización que produce el receptor AMPA/kainato

(Harris et al., 1984).

Otros estudios muestran que el antagonista AP5, produjo un bloqueo dosis

dependiente en la inducción de PLP (Bliss y Lomo, 1973), en rebanadas de hipocampo

in vitro (Collingridge et al., 1983; Harris et al., 1984). Aunque los trabajos mas

importantes que sustentaron la unión entre la actividad de los receptores tipo NMDA,  la

PLP hipocampal, el aprendizaje y la memoria declarativa fueron descritos por Morris y

su grupo (1981), quienes desarrollaron una prueba conductual dependiente del

hipocampo en roedores, utilizando un tanque circular con agua, en el cual, una

plataforma de escape fue oculta en un sitio fijo bajo la superficie, que fue denominada

laberinto acuático de Morris. El entrenamiento de los animales consistió en colocarlos

en el agua en varios ensayos durante los cuales tuvieron que aprender a llegar a la

plataforma con la ayuda de claves espaciales localizadas afuera del tanque (Nerad et

al., 1996).

Posteriormente se utilizó la infusión crónica intracerebroventricular (i.c.v.) del

AP5, que mostró un bloqueo del aprendizaje espacial sobre la prueba del laberinto

acuático con la plataforma oculta, sin observarse el mismo resultado, si la plataforma es

visible (Morris et al., 1986).

Las concentraciones extracelulares estimadas del antagonista AP5 que causaron

el bloqueo del aprendizaje espacial en el laberinto acuático, son comparables a las
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utilizadas para bloquear la PLP in vivo, en la sinapsis entre la vía perforante y el GD

(Davis et al., 1992), ya que la microinfusión de AP5 colocado directamente sobre el

hipocampo fue suficiente para bloquear este aprendizaje en la misma tarea (Morris et

al., 1989b).

También se ha reportado que los receptores AMPA/kainato o tipo no-NMDA, en

el hipocampo, son necesarios para el proceso de consolidación de la memoria en

tareas conductuales como la tarea de prevención pasiva además de las pruebas

realizadas en el laberinto acuático (Riedel et al., 1999). Posteriormente se demostró

que, la aplicación de antagonistas a estos receptores colocados antes de la adquisición

de la tarea bloquean el aprendizaje del laberinto acuático (Barros et al., 2000).

No sólo los receptores tipo NMDA y no-NMDA participan en el aprendizaje

espacial. Riedel y su grupo demostraron además que los antagonistas a los receptores

metabotrópicos a glutamato impiden el aprendizaje espacial en ratas y la PLP en el GD

en experimentos in vivo (Riedel et al., 1996).

La plasticidad del hipocampo en la tarea del laberinto acuático

El hipocampo es considerado una estructura particularmente plástica ya que una

estimulación de alta frecuencia induciendo PLP produce sinaptogénesis (la generación

de nuevos contactos sinápticos), en las fibras musgosas del hipocampo (Adams et al.,

1997; Escobar et al., 1997). Posteriormente se demostró que la polisialización, esto es,

la adición de ácido siálico a NCAM (molécula de adhesión celular neural), está

relacionada con esta generación de nuevos contactos sinápticos y ocurre en el

hipocampo después de un entrenamiento repetido en una tarea espacial (Fox et al.,

1995; O’Connell et al., 1997). La polisialización de NCAM es por tanto, necesaria para

el desempeño adecuado en tareas espaciales y para la PLP (Becker et al., 1996).

Moser y su grupo (1994), observaron también un aumento en la ramificación

dendrítica en CA1 después de exponer a los animales a un ambiente enriquecido que

además, facilitó la adquisición de la tarea de aprendizaje espacial del laberinto acuático.

Recientemente se reportó que un sobrentrenamiento en el laberinto acuático induce

sinaptogénesis en la región de CA3 (Ramírez-Amaya et al., 1999). Este experimento se

realizó con un grupo de animales que fueron sometidos a entrenamientos de distinta
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duración (1, 2 y 3 días), con diez ensayos en cada día de entrenamiento y pruebas de

aprendizaje de la tarea a los 7 y 30 días después de finalizado el último ensayo del

tercer día de entrenamiento. Los resultados mostraron que los animales que recibieron

más días de entrenamiento disminuían el tiempo de latencia del aprendizaje con

respecto a los grupos que sólo recibieron uno o dos días de entrenamiento.

En este trabajo se hizo también un análisis histológico del hipocampo que indicó

una relación de aumento sináptico en la región de CA3 probablemente inducida por el

tiempo de entrenamiento. La presencia de estos nuevos contactos sinápticos en esta

estructura permitió suponer una relación de mayor funcionalidad en la sinapsis y la

capacidad observada en los animales de recordar mejor esta tarea espacial (Ramírez-

Amaya et al., 1999).

Posteriormente, se probó con la administración de un antagonista inespecífico a

los receptores tipo NMDA, el MK801 ((+) -5– metil-10,11- dihidro -5H- dibenzo (a-d)

cicloheptano -5-10- imino maleato), un bloqueo del aprendizaje espacial en el laberinto

acuático con un sobrentrenamiento, en ratas, antes pero no después de la adquisición

de la tarea. Este resultado se correlacionó con el análisis histológico de densidad

sináptica que mostró que el antagonista MK801 bloqueó la sinaptogénesis de las fibras

musgosas hacia el stratum oriens de CA3 antes y no después de los entrenamientos

(Ramírez-Amaya et al., 1999; 2001).

La memoria espacial en el hipocampo y en la corteza insular

En investigaciones que implicaron lesiones en el hipocampo se observaron bloqueos

selectivos en varias pruebas de memoria declarativa (O´Keefe y Nadel, 1978; Mishkin,

1982). No obstante, ya se había descrito que el hipocampo no es la única estructura

que se encuentra involucrada en el aprendizaje espacial. Sutherland y su grupo (1988),

mostraron que lesiones en la corteza retrospenial posterior causaban un bloqueo del

aprendizaje espacial (citado de Squire, 1987).

Lashey y Shepard experimentaron también con lesiones en la corteza frontal de

ratas, estudiaron su comportamiento en un laberinto radial, mostrando que aún con las

lesiones provocadas, hubo aprendizaje de la tarea. Sin embargo, cuando las lesiones

abarcaron áreas más grandes de la corteza, observaron alteraciones del aprendizaje,
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por lo que concluyeron, que la memoria declarativa se almacenaba en la corteza

cerebral representada de forma difusa y no podía ser localizada en una región

específica del cerebro (Lashley, 1950).

En este sentido, recientemente, Pouzet y su grupo (2002) reportaron los efectos

de una ablación en el hipocampo dorsal de ratas en la ejecución de la tarea del

laberinto acuático, utilizando un entrenamiento corto (4 días) y uno largo (16 días). A

través de este experimento demostraron que los animales con lesión en el hipocampo

no pueden aprender la tarea de la misma forma que los animales control que

normalmente utilizan estrategias espaciales de tipo alocéntrico (refiriéndose a que los

sujetos basan su aprendizaje en pistas espaciales) en el entrenamiento corto. Sin

embargo, después del entrenamiento largo, los animales aprendieron la localización de

la plataforma sugiriendo que éstos, utilizaron estrategias de tipo no-espacial

(idiocéntricas), basadas en la posición del sujeto en el espacio, para compensar el

bloqueo de la memoria espacial.

Existe también, evidencia de que otras áreas corticales participan de forma

importante en memorias espaciales (Petrides et al., 1993; Goldman-Rakic, 1994).

Estudios en primates no humanos, indicaron que lesiones en la corteza prefrontal

bloquean la memoria de una prueba de retardo de respuesta para espacio u objeto

(Goldman et al., 1971; Mishkin y Manning, 1978). La pérdida de la misma área, en

ratas, produce alteraciones en esta tarea (Kolb et al., 1974; Eichembaum, et al., 1983;

Delatour y Gisquet-Verrier 1996; Kesner et al., 1996). En la misma línea de

investigación se mostró  que lesiones en áreas específicas de la corteza prefrontal

como la prelímbica/infralímbica pero no en la corteza cingulada anterior bloquean la

memoria de trabajo espacial (Brito et al., 1982; Brito y Brito. 1990; Ragozzino et al.,

1998; Sanchez-Santed et al., 1997).

Experimentos de nuestro laboratorio en los cuales hicieron lesiones reversibles

con tetrodotoxina (TTX, un bloqueador de los canales de Na+ dependientes de voltaje),

e irreversibles por la microinyección de NMDA, demostraron la participación de la CI en

la tarea del laberinto acuático y de prevención pasiva (Brown et al., 1982; Bermúdez-

Rattoni et al., 1991; Bermúdez-Rattoni y McGaugh, 1991; Bermúdez-Rattoni et al.,

1995). 
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Se han observado también efectos diferenciales en el aprendizaje del laberinto

acuático, por la inducción de lesiones en diferentes sitios de la CI de las ratas.

Demostrando que la región central y la posterior pero no la región anterior de la CI está

más involucrada en este tipo de aprendizaje (Nerad et al., 1996).

En estos mismos animales se probó que lesiones en la corteza insular agranular

producen bloqueos en la memoria de trabajo a la preferencia a un sabor, pero no la

memoria de trabajo espacial (Eichembaum et al., 1983; DeCoteau et al., 1997;

Ragozzino y Kesner, 1999).

Recientemente, se describió el bloqueo en la adquisición de la memoria espacial

provocado por la aplicación de AP5, en la CI, antes del entrenamiento en el laberinto

acuático, cuando se hizo la prueba de memoria después de 24 hrs (Gutiérrez et al.,

1999a). Estos resultados demostraron la participación de la CI en el aprendizaje

espacial.

En humanos a través de un estudio realizado por tomografía por emisión de

positrones (PET, iniciales en inglés), se describió que la corteza insular (CI), es activada

por la evocación de memorias espaciales (Ghaem et al.,1997). La activación de la

ínsula junto con el hipocampo se observó, cuando se les pedía a los sujetos

experimentales que recordaran un recorrido para llegar de un sitio a otro.

En otro estudio realizado también en humanos, se observó este fenómeno de

activación de la ínsula con estimulación vestibular unilateral con PET. En este trabajo se

mostró una desorientación espacial causada por esta estimulación vestibular que se

encontraba asociada a la activación de regiones cerebrales como la ínsula, la corteza

temporo-parietal, el putamen y la corteza cingulada anterior (Bottini et al., 1994).

La organización estructural de la corteza insular

Estructuralmente la CI en los humanos se ubica cercana a la profundidad del sulcus

lateral, con una apertura dentro de esta región que es frecuentemente referida como el

lumen de la ínsula (Carpenter, 1985). La ínsula está rodeada por el sulcus circular y las

regiones anterior y posterior están separadas por el sulcus insular central sobre el cual

se inclina la principal arteria media cerebral. Por debajo del giro insular está el núcleo

basal cerebral (Carpenter, 1985). 
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La organización celular de la ínsula en humanos se ha mantenido en las diferentes

especies con pocas diferencias evolutivas. Se compone de 3 regiones continuas de

corteza divididas. La porción ventral contiene a la corteza agranular mientras que la

ínsula caudal es granular. Entre estas dos regiones se encuentra una zona de transición

disgranular (Mesulam y Mufson, 1982).

La corteza de la ínsula ventral consiste de tres estratos celulares los cuales

contienen agregados de células no granulares. El estrato externo contiene células

piramidales, el estrato intermedio está ocupado también por grandes células de este

tipo y el estrato interno contiene células polimórficas. 

El sector disgranular se localiza en posición dorso-caudal al sector agranular y es

continuo con él. Está constituido por distintos estratos celulares. Las capas II y III son

difíciles de demarcar pero contiene células granulares.  La parte granular contiene a las

capas II y IV que son claramente granulares y bien definidas mientras que las células

que componen la capa III no están definidas. Hay una clara demarcación entre las

capas V y VI así como entre la capa VI y la materia blanca que se halla debajo

(Mesulam y Mufson; 1982). Ver figura 4.

Muchas conexiones corticales de la ínsula son recíprocas (Aggleton et al., 1980). El

área anterior ventral tiene proyecciones con la corteza orbitofrontal y opercular frontal

Figura 4. Esquema de un corte
coronal de un cerebro de rata donde
se muestra la CI. Se resaltan las
principales capas que la constituyen.
Modificado de Paxinos y Watson,
1986.
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así como con la corteza prepiriforme olfatoria y la CE. La ínsula posterior dorsal tiene

prominentes conexiones con el área suplementaria motora, la corteza somatosensorial

primaria y secundaria, la corteza auditiva primaria y secundaria, el lóbulo parietal inferior

y el área retroinsular. Todas las áreas de la ínsula tienen conexiones con el lóbulo

medial temporal y las regiones cinguladas (Flynn et al., 1999).

La ínsula envía proyecciones hacia el hipocampo anterior (Pribam y MacLean,

1953) y el núcleo bed de la estria terminal (Saper, 1982), el estriado límbico ventral

(Wright y Groenewegen, 1996; Chikama et al., 1997), y el núcleo acumbens lateral

(Wright y Groenewegen, 1996). Esta estructura recibe aferentes desde la corteza

periamigdaloide (Pribam et al., 1950; Pribam y MacLean, 1953), el tubérculo olfatorio

(Pribam et al., 1950), y el bulbo olfatorio (Kaada, 1951), y tiene proyecciones recíprocas

con el hipotálamo posterior y el núcleo tuberomamilario (Saper, 1982).

En los roedores, la CI (áreas 13 y 14 de Krieg), se ubica en el lóbulo temporal y

está definida por una área que abarca la corteza frontal lateral y la corteza peririnal en

dirección dorso-caudal y en la porción más ventral de la corteza piriforme en dirección

dorso-ventral, esta estructura se comunica con otros centros de información visceral y

gustativa como el sistema límbico a través de la amígdala, el tálamo y los núcleos del

tracto solitario (NTS), y parabranquial (PbN).

Las proyecciones corticales de la CI a la amígdala, se ha sugerido, llevan la

información cognitiva procesada y son integrados los procesos emocionales (Pascoe y

Kapp, 1987).

Los receptores colinérgicos y su función en la memoria

Estructuralmente, los receptores muscarínicos a ACh, se han clasificado como m1 a

m5, encontrándose en diversas regiones cerebrales (Bonner, 1989). Los receptores m1

son principalmente hallados en terminales postsinápticas y una gran densidad se ha

observado en corteza cerebral, el hipocampo, el giro dentado, la amígdala medial y

basolateral, el núcleo acumbens y el  putamen caudado. En una proporción

relativamente más baja se localizan en el tálamo y en el cerebelo (Flynn y Mash, 1993;

Piggott et al., 2002).
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Los receptores m2 son localizados en la pre-sinapsis, funcionando como

autoreceptores, regulando la liberación de ACh y se han observado en regiones

corticales como; el núcleo colinérgico del tallo y áreas córtico-espinales (Flynn y Mash,

1993; Piggott et al., 2002). Además, se han encontrado en el cerebelo y en el tálamo, al

igual que los receptores m4, que son expresados en el estriado (Piggott et al., 2002).

Los receptores m3 fueron colocalizados en regiones donde se encuentran los m1

(Flynn y Mash, 1993). Los receptores m5 han sido localizados en el hipocampo, en

mayor cantidad en el subiculum y en las células piramidales de CA1, también se han

observado en el núcleo hipotalámico y en el área tegmental ventral.

Los procesos fisiológicos que son afectados por alterar la transmisión colinérgica

y sus mecanismos han sido estudiados en áreas corticales o subcorticales del cerebro

(Bear y Singer, 1986; Delacour et al., 1990; Weinberger, 1998; Kirkwood et al., 1999;

Massey et al., 2001).

Actualmente es aceptado que existen dos grupos principales de neuronas

colinérgicas. La primera está en el cerebro anterior basal dentro del núcleo septal

medial (que tiene proyecciones al hipocampo, amígdala, neocorteza que incluye a la

corteza insular y piriforme), vertical y horizontal, el núcleo límbico de la banda diagonal

de Broca y el núcleo basal magnocelular (NBM), también llamado núcleo basal de

Meynert en humanos. A este grupo de neuronas se le refiere como un continuo; el

sistema colinérgico del cerebro anterior basal magnocelular  (Mesulam et al., 1983a, b).

Este grupo, envía proyecciones al hipocampo, amígdala, neocorteza que incluye a la

corteza insular y piriforme (Saper, 1982). 

El segundo grupo de neuronas colinérgicas se encuentran en el tallo cerebral en

la región del núcleo pedunculopontino tegmental y tegmental pontino lateral-dorsal

(Mesulam et al., 1983a). Las funciones de las neuronas colinérgicas del tallo cerebral

han sido relacionadas con procesos conductuales particulares como aprendizajes

espaciales o de contexto, memoria de corto plazo y atención visual, además los

substratos corticales de estos procesos pueden estar modulados por aferentes

colinérgicas de estas áreas corticales (Everitt y Robbins, 1997). Figura 5.
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Figura 5. La acetilcolina (ACh) actúa sobre el receptor muscarínico de los subtipos
indicados en el esquema, para inducir varias respuestas. Los receptores
muscarínicos a ACh m2 y m4 interactúan con la subunidad α de la proteína de unión
GTP, Gi. Cuando la ACh se une, Gαi se disocia desde las subunidades βγ e inhibe a
la adenilato ciclasa (AC). Los receptores m1, m3 y m5 interactúan con la proteínas de
unión GTP, de la familia Gq y G11 . Las subunidades Gαq y  α11 activan a la
fosfolipasa C específica de fosfoinosítidos (PI-PLC). Los receptores m2 y m4 regulan
a los canales de K+ rectificantes de entrada a través de la subunidad βγ de Gi o Go.
Una cascada de segundos mensajeros se difunden dentro de la célula incluyendo
cAMP, inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). IP3 es generado desde
fosfoinositol bifosfato (PIP2). Norepinefrina (NE); receptor β adenérgico (β-AdrR);
fosfoinositol (PI); fosfoinositol 4-fosfato (PIP); fosfoinositol-4,5-bisfosfato (PIP2).
Tomado de Siegal et al., 1999.
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La actividad de los receptores a ACh en el aprendizaje espacial

De manera importante se ha reportado la actividad de los receptores colinérgicos en

aprendizajes asociativos (Naor y Dudai, 1996; Rosenblum et al., 1996a; Gutiérrez et al.,

1999a, b; Miranda et al., 2000; Ramírez-Lugo et al., 2003).

El desarrollo de fármacos específicos (agonistas y antagonistas), para los dos

tipos de receptores a acetilcolina (ACh), nicotínicos y muscarínicos, ha permitido

explorar su actividad en el aprendizaje y la memoria.

Tani y su grupo (1998), observaron que la nicotina estimula la liberación de ACh

y que tuvo efectos moduladores sobre los receptores muscarínicos. Otros reportes

mostraron que la desensibilización de los receptores nicotínicos facilita la función de los

receptores muscarínicos, sugiriendo que esta desensibilización de los receptores no

produce un estado inactivo.

Con estos trabajos se propuso que la actividad de los receptores nicotínicos y

muscarínicos se encuentra estrechamente relacionada, por ejemplo; se ha demostrado

que la nicotina induce un mejoramiento en la memoria de trabajo, cuyo efecto puede ser

revertido por la administración aguda del antagonista escopolamina a los receptores

muscarínicos (Levin y Rose, 1991), o bien, el mejoramiento en la ejecución de la tarea

DMP (tarea de retardo correspondiente al lugar; iniciales en inglés), por la

administración de nicotina, está regulado por los receptores muscarínicos a ACh ya que

si éstos se encuentran bloqueados, la nicotina no facilita la memoria espacial (Liu et al.,

2004).

Diversos experimentos se han realizado en el laberinto acuático que inducen

lesiones en el NBM, de los cuales se obtuvieron resultados contradictorios. En algunos

el bloqueo del aprendizaje (Carl et al., 1985; Whishaw et al., 1985; Dokla y Thal, 1988;

Mandel et al., 1989a; Riekkinen et al., 1990), otros no encuentran efectos persistentes

(Hagan et al.,  1988; Mayo et al., 1988; Mundy et al., 1990), o no se encuentra efecto

por dichas lesiones (Decker et al., 1992).

Un trabajo reciente con la inducción de lesiones al NBM, por la aplicación de

NMDA, impidió la adquisición de la tarea del laberinto acuático en dos días de

entrenamiento, sugiriendo que el sistema colinérgico tiene una importante función en

esta fase del aprendizaje y no en la evocación de la tarea (González et al., 2000). 
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Otros estudios farmacológicos que involucran a la ACh en aprendizajes de laberinto

acuático reportaron los efectos de los inhibidores a la acetilcolinesterasa (AChE), la

enzima responsable de degradar a la ACh (Mandel et al., 1989b; McGaugh e Izquierdo,

2000). Con estos resultados se probó que la ejecución del aprendizaje varía en el

cerebro en relación con los niveles de ACh aumentando durante el tiempo de

entrenamiento.

De forma específica se describió que la escopolamina (antagonista general para

los receptores muscarínicos a ACh), inyectada de forma local y sistémica bloquea la

memoria de trabajo espacial en ratas por actuar sobre los receptores post-sinápticos m1

conduciendo a un bloqueo del funcionamiento del hipocampo en esta memoria  (Wenk

et al., 1987; Olton et al., 1992; Ohno et al., 1993; Porter et al., 2002).

Estudios independientes demostraron que los fármacos colinérgicos colocados

de forma selectiva en la corteza cingulada anterior (ACC iniciales en inglés), después

del entrenamiento tienen un efecto sobre el almacenaje de la memoria. Farr y su grupo

(2000a) administraron arecolina y oxotremorina, agonistas a los receptores

muscarínicos, en esta región del cerebro, observando un aumento en la memoria

espacial en ratón y rata respectivamente (Malin y McGaugh, 2003). Adicionalmente, la

administración de escopolamina intra-ACC,  después del entrenamiento se ha reportado

que bloquea la retención de memoria a largo plazo en ratas en pruebas de laberinto

acuático y de prevención pasiva (Riekkinen et al., 1995), También ha sido reportado

que la memoria puede aumentar con un agonista al receptor nicotínico a ACh o

bloquearse con un antagonista a este receptor colocándolo en la ACC después del

entrenamiento en esta tarea (Farr et al., 2000b).

La función del sistema glutamatérgico y colinérgico en la memoria en la corteza

insular

Los receptores muscarínicos a ACh y los receptores tipo NMDA participan de manera

importante en aprendizajes de tipo espacial por bloquear la adquisición en la tarea del

laberinto acuático (Sutherland et al., 1982; Morris et al., 1986; Morris, 1989a; Winkler et

al., 1995).
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El carbacol (agonista a los receptores muscarínicos a ACh), colocado en el hipocampo,

puede potenciar las respuestas glutamatérgicas en algunas regiones corticales como la

CI, por incrementar la fosforilación de la tirosina sobre una subunidad del receptor tipo

NMDA (Rosenblum et al., 1996b, 1997). Con estos experimentos se resaltó el

importante papel de los receptores tipo NMDA, cuya actividad está relacionada a los

receptores a ACh en la región de la CI.

Recientes experimentos de nuestro laboratorio han mostrado la participación de

los receptores muscarínicos a ACh y los receptores tipo NMDA en la CI para la

adquisición y consolidación de estímulos gustativos familiares o novedosos (Gutiérrez et

al., 2003a, b). En este trabajo se observó que el bloqueo de los receptores

muscarínicos, pero no el de los receptores tipo NMDA en la CI, inmediatamente

después de exponer a los animales a un nuevo sabor bloquea la atenuación de la

neofobia a este sabor, lo que sugirió que la activación de los receptores muscarínicos

en la CI está involucrada en la consolidación de un aprendizaje gustativo (Gutiérrez et

al., 2003b).

Con base en estos antecedentes se planteó entonces la posibilidad de extender

el conocimiento de la participación de los sistemas glutamatérgico y colinérgico en la

formación de la memoria espacial en la CI, en la tarea del laberinto acuático con un

sobrentrenamiento, a través de la acción de antagonistas a los receptores ionotrópicos

glutamatérgicos y muscarínicos a ACh (Gutiérrez et al., 1999a; González et al., 2000)

que han observado efectos en el aprendizaje en otras tareas de aversión gustativo

(Naor et al., 1996; Gutiérrez et al., 1999a; Rosenblum et al., 1997; Berman et al., 2000;

Gutiérrez et al., 2003a; Ramírez-Lugo et al., 2003) y tareas de aprendizaje espacial

(Gutiérrez et al., 1999a; González et al., 2000)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El hipocampo es una estructura que ha sido ampliamente involucrada con memorias

espaciales. Recientemente se ha descrito la participación de la CI en esta memoria. Se

sabe que tanto los receptores ionotrópicos a glutamato y muscarínicos a ACh, tienen

una función importante en la formación de memorias gustativas, sin embargo, no se

conoce mucho de los mecanismos por los cuales esta corteza participa en la formación

de la memoria espacial con un sobrentrenamiento, que permite un mejor

almacenamiento de la información espacial.

HIPÓTESIS

Si la CI es una estructura importante en la formación de la memoria espacial a través

del sistema glutamatérgico y colinérgico, entonces la aplicación de antagonistas a estos

receptores colocados antes o después de los entrenamientos en el aprendizaje

espacial, deberán afectar la formación de esta memoria observando su efecto en las

curvas de aprendizaje cuando se microinyecta el fármaco antes o bien en los días de

prueba cuando se microinyecta después de la adquisición de la tarea.

OBJETIVO

Investigar la participación de la CI en la formación de la memoria espacial utilizando el

laberinto acuático, explorando la actividad de los receptores ionotrópicos

glutamatérgicos y muscarínicos de ACh, haciendo una comparación con la formación

del aprendizaje gustativo.

.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Sujetos experimentales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 250 - 300 gr, las cuales

fueron colocadas en cajas individuales y mantenidas en un cuarto con un ciclo de 12

horas luz-obscuridad donde se les proporcionó agua y alimento ad libitum.

Procedimiento quirúrgico para la implantación de cánulas en la corteza insular

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sódico (50 mg/Kg) y se colocaron

en un aparato estereotáxico donde fueron implantados bilateralmente con cánulas de 9

mm en la región de la corteza insular (CI) en las siguientes coordenadas con referencia

a bregma; anteroposterior (AP), +1.2 mm, mediolateral (ML), +5.5 mm y dorsoventral

(DV), -5.5 mm. A partir de esta posición la cánula se colocó a  –3 mm dentro de esta

región, para facilitar la microinyección (Paxinos y Watson, 1986). Las cánulas fueron

soportadas por dos tornillos y se les colocó una protección removible para evitar que

éstas se taparan o se obstruyeran después de la operación. Posteriormente se fijaron

con acrílico dental.

Después de la operación, los animales se mantuvieron en sus cajas para su

recuperación durante siete días y fueron manipulados aproximadamente por 5 min

cuatro días anteriores al inicio de los experimentos conductuales de memoria espacial.

Los sujetos en todos los experimentos fueron divididos como: 1) grupos control intacto;

2)  control inyectado con la solución utilizada como vehículo denominado SHAM y 3) el

grupo experimental al cual se le microinyectó el fármaco.

Procedimiento de microinyección

Este método consiste en remover las protecciones de las cánulas y en su lugar colocar

un inyector (aguja dental) que llegó a las coordenadas de la región que abarca la CI en

las ratas (descrita anteriormente). El inyector a través del cual se perfundió la solución

utilizada en cada experimento, estuvo unido por medio de un tubo de polietileno a una

microjeringa Hamilton de 10 µl que a su vez fue montada sobre una bomba de

microinyección (Cole-Parmer). 
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Los fármacos empleados en los animales que fueron implantados para microinyección,

fueron los siguientes: NBQX (2,3-dihidroxi-6-nitro-7-sulfamoil-benzo (F) quinoxalina),

que es un antagonista selectivo competitivo del receptor AMPA/kainato utilizado en

concentración de 5 mg/ml; AP5 (ácido D,L-2-amino-5-fosfopentanoico), el inhibidor de

los receptores tipo NMDA, usado en concentración de 10 mg/ml. Se utilizó además

escopolamina (SCOP), un antagonista para los receptores muscarínicos a ACh, en la

concentración de 60 mg/ml, aplicada en los experimentos de la misma forma que los

otros antagonistas.

Todos las sustancias fueron disueltas en solución ringer normal para mamífero

(NaCl 118 mM,  KCl 4.7 mM, KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 mM, CaCl2 2.5 mM,

NaHCO3 19 mM y Glucosa 3.3 mM) como vehículo.  El inyector se mantuvo en el sitio

de microinyección durante un minuto después de la perfusión del fármaco para permitir

una óptima difusión de éste en el área de la CI.

Procedimientos conductuales 

Laberinto acuático de Morris

En esta tarea de aprendizaje los animales fueron sometidos a una sesión de

entrenamiento diaria de 10 ensayos durante cuatro días consecutivos para encontrar y

recordar la ubicación de una plataforma (10 x 10 cm), situada aproximadamente 2 cm

bajo del agua, en un tanque circular de 1.5 m de diámetro y 1 m de altura. La

temperatura del agua se mantuvo aproximadamente a 24°C. Fueron colocadas

alrededor del tanque algunas claves espaciales permanentes. El cuarto estuvo aislado

del ruido, iluminado con poca luz.

Los animales fueron liberados en 10 distintos puntos del tanque y la trayectoria

de nado fue observada a través de un sistema de contraste de circuito cerrado

(Chromotrack 3.0; San Diego Instruments). 

Cada vez que éstos fueron colocados en el tanque, tuvieron 60 s para encontrar

la plataforma, si durante ese tiempo no llegaban a ella se les llevó de forma manual.

Una vez que los animales aprendieron la ubicación de la plataforma se les mantuvo

durante 30 s y después se colocaron en una caja fuera del tanque aproximadamente

otros 30 s. En este procedimiento se comparó la latencia (el tiempo en que tardan en
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llegar a la plataforma), entre los animales que fueron inyectados con el vehículo y los

que se les aplicó el fármaco, graficando los datos posteriormente en una curva de

aprendizaje (Ver figura 6).

Para la realización de estos experimentos, las ratas fueron implantadas en la

región de la CI bajo los procedimientos de cirugía estereotáxica descritos anteriormente

y fueron microinyectados con los fármacos 20 min antes de cada día de entrenamiento

o en su caso, inmediatamente después de que se hizo la adquisición de la tarea. Se

hicieron cuatro días consecutivos de entrenamiento en todos los experimentos con esta

tarea de aprendizaje.

Los resultados que se obtuvieron en cada día de entrenamiento fueron

analizados por el programa Stadistics utilizando una prueba estadística de análisis de

varianza (ANOVA) de vías múltiples. El análisis post hoc por la prueba de Newman-

Keuls, fue usado para la comparación individual entre los diferentes grupos, donde las

variables dependientes son los grupos y los ensayos, y la variable independiente

comparada fue el tiempo de llegada a la plataforma (latencia).

Los días de prueba de aprendizaje se realizaron después de 7 y 30 días del

último ensayo, para esto se retiró la plataforma y los animales se colocaron en el tanque

durante 120 s. Posteriormente se midió la latencia para llegar al área donde estaba

colocada la plataforma y el número de veces que cruzaron por esta área. Los resultados

obtenidos de los días de prueba fueron comparados con el análisis estadístico de t-

student.
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.

Condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) 

Un método descrito para determinar un aprendizaje asociativo en algunos animales es

el CAS, el cual consiste en dar a conocer a un sujeto, un estímulo novedoso o estímulo

condicionado (EC), como una solución de sacarina, el cual después de un cierto tiempo

se va a relacionar con otro estímulo que es llamado no condicionado (IC), en este caso,

son utilizados estímulos de diversa índole, sin embargo, en nuestro trabajo se empleó

cloruro de Li (LiCl). Este estímulo le provocará una reacción de rechazo al sujeto como

cierto malestar gástrico.

La asociación por parte del sujeto de ambos estímulos (EC-IC), se hace evidente

cuando se le presenta nuevamente el EC, lo que determina entonces un aprendizaje

aversivo a un sabor (García et al., 1985). Figura 7.

Figura 6. En ambas figuras se esquematiza el laberinto acuático de Morris durante la
adquisición de la tarea de una rata. Su recorrido (indicado por los trazos en la figura
derecha) para alcanzar la plataforma es monitoreado por un cámara y se observa en
los primeros ensayos. Después de que aprende la ubicación de la plataforma, puede
llegar directamente hacia ella.  

1er ensayo 10 ensayos
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En este trabajo se utilizó esta tarea de aprendizaje durante la cual a los animales se les

privó de agua por 24 hrs y posteriormente, se les dio un consumo restringido de agua

por 15 min durante 3 días consecutivos por la mañana con un bebedero (probeta

plástica), con la finalidad de que, a través de este consumo, que fue registrado

diariamente, se obtuviera una línea basal. El cuarto día se realizó la adquisición del

CAS donde se sustituyó el agua por una solución de sacarina al 0.1%. Después de 15

min se les inyectó de forma intraperitoneal (i. p.) cloruro de litio en concentración de 0.4

M (7.5 ml/Kg).

15 minutos antes de que los animales probaran el sabor nuevo (sacarina), se les

microinyectó bilateralmente el fármaco y el ringer respectivamente, en la CI. La

Figura 7. Esquema donde se observa, el momento de adquisición y la prueba en el
método del CAS
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microinyección se hizo a una velocidad de 1 µl/min  y el volumen del fármaco inyectado

fue de 1 µl/min. Posterior a la adquisición del CAS se hizo la prueba (PBA), 72 hrs

después, donde nuevamente se dio un consumo de sacarina a la misma concentración

durante el tiempo establecido y este consumo se registró para su análisis. 

Los resultados fueron analizados por el programa de Statview. Los grupos se

compararon con el análisis estadístico de análisis de varianza (ANOVA) de una vía y

una prueba post hoc de Fisher. Se graficaron como un porcentaje de cambio del

consumo de sacarina obtenido el día de la PBA con respecto al consumo de sacarina

obtenido durante la adquisición.

Histología

Los animales fueron matados con una sobredosis de pentobarbital sódico y se

perfundieron con una solución salina (NaCl 0.15 M) a través de la aorta ascendente,

enseguida se perfundió paraformaldehído al 4 % disuelto en buffer de fosfatos 0.1 M.

Posteriormente los cerebros fueron extraídos y se mantuvieron en

paraformaldehído durante 24 hrs a 4 grados centígrados, al término de este periodo

fueron cambiados a sacarosa al 30% en buffer de fosfatos 0.2 M y se mantuvieron a la

temperatura de 4 °C durante tres días. Al término de este tiempo se obtuvieron cortes

coronales de los cerebros con un grosor de 40 µm con la ayuda de un criostato (-16 °C).

Los cortes fueron teñidos a través de la técnica de Nissl para mostrar la correcta

posición de las cánulas.
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RESULTADOS

Cortes histológicos de corteza insular

La figura 8 muestra un corte histológico representativo de la colocación de las cánulas

en los experimentos. El trayecto de la cánula mostró que las microinyecciones se

localizaron en la región agranular de la CI. Todos aquellos animales que mostraron las

cánulas fuera del área de CI se excluyeron del análisis estadístico. Un total de 26

animales se eliminaron de todos los experimentos.

Efecto del bloqueo al receptor tipo NMDA en la adquisición del CAS

Aunque la participación de los receptores tipo NMDA ha sido mostrada en el CAS

(Gutiérrez et al., 1999a) se utilizó el antagonista AP5 del receptor NMDA en esta tarea

de aprendizaje, con el objeto de comprobar que la microinyección del fármaco era

correcta y que su efecto era reproducible en nuestros experimentos. En este caso el

fármaco fue microinyectado bilateralmente en la región de la CI, 15 min antes de la

adquisición del CAS en concentración de 10 mg/ml a una velocidad de 1 µl/min.

En la gráfica de barras de la figura 9, se muestra el bloqueo producido por el

fármaco en el CAS después de 72 hrs durante la prueba con sacarina en concentración

0.1%. Se utilizó para este caso la prueba estadística de ANOVA de una sola vía, que

demostró un efecto significativo del fármaco (F2, 24 = 13.44, P = 0.001). La prueba post

hoc de Fisher mostró diferencias significativas entre los grupos AP5 y SHAM (P =

0.001) y entre los grupos AP5 y Ctrol (P =  0.001).

Figura 8. En esta figura se
muestra del lado izquierdo un corte
transversal de un cerebro de rata.
Del lado derecho el dibujo
complementa el corte. Se observa
la posición de las cánulas llegando
a la región de la CI además del
inyector.
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Efecto del antagonista AP5 en la adquisición de la tarea del laberinto acuático

En este experimento se probó el antagonista AP5 al receptor tipo NMDA, con el fin de

conocer la participación de estos receptores en la tarea del laberinto acuático en la

región de la CI. La concentración usada fue de 10 mg/ml con microinyección bilateral en

esta región cortical, a una velocidad de 1 µl/min. Los animales fueron entrenados

durante cuatro días consecutivos con diez ensayos por día y la microinyección se

realizó 20 min antes de iniciar los entrenamientos de cada día.

Se realizaron dos pruebas de memoria después de 7 y 30 días de concluido el

último entrenamiento. La prueba estadística de ANOVA de vías múltiples fue utilizada

para comparar los resultados durante los días de entrenamiento y no mostró diferencias

significativas al compararse el grupo AP5 con el grupo SHAM (P > 0.05). El análisis post

hoc de la prueba de Newman-Keuls, no observó efectos significativos entre el grupo

AP5 y SHAM, durante la fase de adquisición (Figura 10).

En lo que respecta a los dos días de prueba no se observaron diferencias

significativas ni en el número de cruces, ni en las latencias cuando se analizaron los

resultados bajo la prueba estadística de t-student P > 0.05 (Figura 11).

Con estos resultados se observó que los receptores tipo NMDA no se encuentran

participando en la adquisición de la memoria espacial en la corteza insular

Figura 9. Efecto de AP5 sobre la adquisición del CAS. Los datos se muestran
normalizados como un promedio del consumo de sacarina el día de prueba con
respecto al día de adquisición. La primera barra corresponde al grupo Ctrol (n = 7), la
segunda al grupo SHAM (n = 13) y la última el grupo AP5 (n = 7). Las barras se
observan con la media ±  ES **P < 0.01

•• 
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Figura 11. Gráficas de latencia y cruces en los días de PBA.. En A se muestran
las dos primeras barras que corresponden a las latencias (segundos) del primer día
de prueba (7 días), que no tuvieron diferencias entre los grupos. Los resultados de
la prueba de latencia después de 30 días tampoco observan diferencias entre los
grupos AP5 y SHAM. En B, se muestra el número de cruces que corresponde a
cada día de prueba (7 y 30 días). Los resultados comprenden a los animales del
grupo AP5 (n = 6) y SHAM (n = 12) agrupados ± ES.

Figura 10. Curvas de aprendizaje en el laberinto acuático con la aplicación de
AP5. Cada gráfica corresponde a  las latencias de cada día de entrenamiento (4 días
con 10 ensayos por día) en el laberinto acuático. La prueba estadística no mostró
diferencias significativas entre las latencias del grupo AP5 (n = 6) y SHAM (n = 12),
en los cuatro días de entrenamiento. Los datos fueron agrupados por ensayo ± ES.
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Papel de un antagonista al receptor AMPA/kainato en el laberinto acuático

En este experimento, se utilizó NBQX, un antagonista del receptor AMPA/kainato con el

objeto de observar si estos receptores se encontraban participando en la formación de

la memoria espacial. Con base en el protocolo experimental planteado del experimento

anterior en el laberinto acuático; NBQX fue microinyectado bilateralmente en la CI en

concentración de 5 mg/ml. Posteriormente se hicieron dos pruebas de aprendizaje una

después de 7 días y otra después de 30 días del último ensayo.

Al compararse los grupos SHAM y NBQX en las curvas de aprendizaje, no se

observaron cambios significativos entre los grupos, después del análisis post hoc de

Newman-Keuls (P > 0.05). Figura 12. De la misma forma no se obtuvieron diferencias

significativas en las pruebas sobre la latencia y los cruces de 7 y 30 días con el análisis

de t-student P > 0.05  (Figura 13).

Los resultados obtenidos de las curvas de aprendizaje y de los días de prueba,

mostraron que no hubo efecto del antagonista sobre la adquisición de la tarea espacial

en la corteza insular.
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Figura 12. Curvas de aprendizaje obtenidas después de la aplicación de NBQX.
En estas curvas de aprendizaje se observan las latencias (segundos) de diez
ensayos durante cuatro días de entrenamiento. Cada gráfica corresponde a un día de
entrenamiento. Como se muestra no hay diferencias entre las latencias de los grupos
estudiados NBQX (n = 5) y SHAM (n = 12). Los datos se agruparon como promedio ±
ES.

Figura 13. Gráficas de latencias y cruces en los días de prueba con la
aplicación de NBQX. La primera barra corresponde al grupo SHAM (n = 5) y la
siguiente al grupo inyectado con NBQX (n = 12). No se observa efecto de bloqueo
por la microinyección de NBQX ni en la gráfica que corresponde a las latencias (A) de
los 7 y 30 días, ni en la gráfica de cruces (B) en los dos días de prueba. Los datos
fueron agrupados ± ES.

 SHAM

  NBQX
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Efecto del antagonista escopolamina en la adquisición del CAS

Aunque se ha demostrado la participación de los receptores muscarínicos a ACh en la

formación del CAS (Naor y Dudai, 1996; Ramírez-Lugo, 2003), se probó escopolamina

en concentración 60 mg/ml microinyectado bilateralmente en CI a una velocidad de 1

µl/min, bajo el protocolo experimental del CAS, con el fin de observar la actividad del

fármaco que se utilizaría en los experimentos posteriores. Los resultados se obtuvieron

después de una prueba de aprendizaje realizada a las 72 hrs (Figura 14), a través de

una ANOVA de una vía que mostró el efecto del bloqueo del CAS producido por la

inyección de escopolamina (F2,25 = 7.15, P = 0.001). El análisis post hoc de Fisher

mostró diferencias significativas entre los grupos SHAM y escopolamina (P = 0.001) y

entre los grupos control intacto y escopolamina (P = 0.001).

Figura 14. Gráfica del efecto de escopolamina en el CAS. En esta gráfica se
observa el porcentaje de consumo durante la adquisición del CAS, la aplicación de
escopolamina (n = 8) muestra un bloqueo en el aprendizaje aversivo de forma
significativa con respecto a los grupos Ctrol (n = 7) y SHAM (n = 13). Los datos
mostraron un nivel de significancia de **P < 0.01 y se graficaron como promedio ±
ES.
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Efecto de escopolamina sobre la adquisición de la tarea del laberinto acuático

En relación a los experimentos donde se observó la participación de los receptores

muscarínicos en la región de la CI en aprendizajes del tipo no declarativos, se planteó

entonces la posibilidad de que también se encontraran participando estos receptores en

aprendizajes espaciales como en el caso del laberinto acuático en la CI, por lo que en

este experimento se utilizó escopolamina en concentración de 60 mg/ml, por

microinyección bilateral en la CI, a una velocidad de 1 µl/min.

Los animales fueron entrenados durante cuatro días consecutivos, la

microinyección bilateral en CI del fármaco, se hizo 20 min antes de cada día de

entrenamiento. Se hicieron dos pruebas de aprendizaje después de 7 y 30 días de

concluido el último ensayo, como en los experimentos anteriores.

Los grupos escopolamina y SHAM fueron comparados bajo el análisis estadístico

de una ANOVA de vías múltiples y la prueba post hoc de Newman-Keuls, que mostró

diferencias significativas por la aplicación de escopolamina durante los cuatro días de

entrenamiento con respecto al grupo SHAM (P = 0.001). Estos resultados se muestran

como dos grupos; 1) grupo escopolamina con microinyección comparado con SHAM

con microinyección y 2) grupo escopolamina sin microinyección con el grupo SHAM sin

microinyección, para explicar posteriormente los resultados que se obtuvieron en los

días de prueba (Figuras 15 y 17). Sin embargo, estos grupos no se dividieron durante

los entrenamientos en la adquisición de la tarea y se compararon como grupo

escopolamina y SHAM únicamente.

Como se observó en estas curvas de aprendizaje, los animales a los cuales se

les microinyectó escopolamina no aprenden la tarea del laberinto acuático y el grupo

SHAM tiene un aprendizaje de la tarea normal. Lo que demostró que los receptores

muscarínicos a ACh se encuentran participando en la formación de la memoria

espacial, en la CI.

En este experimento se quiso mostrar además que el efecto de bloqueo en la

adquisición de la tarea provocado por la microinyección de escopolamina, no se debió a

una dependencia al fármaco durante el aprendizaje (dependencia de estado), por lo que

se dividieron los grupos SHAM y el grupo escopolamina como ya se describió

anteriormente. Los animales de cada grupo fueron escogidos al azar y a la mitad de
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cada grupo se le hizo microinyección de escopolamina y ringer antes de realizarse las

pruebas de los días 7 y 30. El resto de los animales de cada grupo, realizaron la prueba

sin la microinyección.

En este caso, los resultados que se obtuvieron de la prueba después de 7 días

(Figura 18), fueron analizados con una t-student que mostró que los grupos de

escopolamina y SHAM con microinyección antes de la prueba en latencias, son

significativamente diferentes t10 = 2.4 (P = 0.05). En el número de cruces los grupos

escopolamina y SHAM con microinyección este día, también muestran diferencias

significativas t10 = -2.1 (P = 0.05).

Los resultados obtenidos de la prueba de latencias después de 7 días, en el

grupo sin microinyección de escopolamina y el grupo SHAM sin microinyección antes

de la prueba, mostraron una diferencia estadística significativa t9 = 2.4 (P = 0.05). El

grupo SHAM sin microinyección el primer día de prueba tiene también un menor

número de cruces con respecto al grupo escopolamina t9 = -3.09 (P = 0.05).  Ver figura

16.

En la prueba realizada a los 30 días no se mostraron cambios significativos entre

los grupos, ni en periodo de la prueba de latencia, ni en la gráfica del número de cruces,

en ambos grupos, con y sin microinyección, cuando se analizaron los datos bajo una t-

student P > 0.05 (Figura 16 y 18). Con estos resultados se observó que no hubo

dependencia de estado cuando se tuvo la misma condición farmacológica de bloqueo a

los receptores muscarínicos a ACh.
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Figura 15. Efecto de escopolamina en la adquisición de la tarea del laberinto acuático. El
grupo de escopolamina (n = 5) muestra un efecto de bloqueo a los receptores muscarínicos a
ACh, cuando se microinyectó antes de la adquisición de la tarea espacial, con respecto al
grupo SHAM (n = 6), en la CI. Este grupo únicamente fue separado gráficamente del anterior,
aún cuando se trató del mismo experimento para hacer evidente que no fue microinyectado el
día de la prueba. El análisis estadístico mostró diferencias significativas entre los grupos en
cada día de entrenamiento (**P < 0.01) Los datos fueron agrupados como promedio ± ES.

Figura 16. Gráficas de latencias y cruces en los días de prueba de los grupos sin
microinyección. A) Gráfica de latencias obtenidas los días de prueba después de 7 y 30 días
del último ensayo, donde se muestra un efecto de bloqueo en la formación de la memoria
espacial en CI, en el primer día de prueba (*P < 0.05). B) Muestra los cruces en estos días de
prueba, donde se alcanzó una diferencia estadística significativa entre los grupos a través de t-
student en el día 7 de prueba (*P < 0.05). El día 30 no se encontraron diferencias significativas
entre los grupos ni en latencias, ni en cruces. Estos son los resultados de los grupos que no
recibieron micoinyección. Los datos se encuentran agrupados ± ES.

  *

*
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Figura 18. Gráficas de barras de los días de prueba de los grupos con microinyección de
escopolamina. La prueba de latencia y cruces después de 7 días del último ensayo, muestra
el efecto de bloqueo provocado por la microinyección de escopolamina. En A el grupo
escopolamina mostró una mayor latencia en comparación al grupo SHAM (*P  < 0.05). El
segundo día de prueba (30 días), no muestra diferencias significativas entre los grupos. Con
respecto al número de cruces B), se observan diferencias significativas ente el grupo SHAM y
escopolamina (*P < 0.05). Los grupos tuvieron microinyección en ambos días.  En este
experimento se tuvieron en ambos grupos n = 6 y los resultados se agruparon como promedio
± ES.

Figura 17. Curvas de aprendizaje del efecto de escopolamina en los días de adquisición.
En estas curvas de aprendizaje se observa una falta de adquisición de la tarea espacial por
parte del grupo de escopolamina en comparación con el grupo SHAM durante los cuatro días
que duró el entrenamiento. Las diferencias fueron consideradas como la media ± ES de una n
= 6 en cada grupo. Los datos fueron analizados bajo una ANOVA de vías múltiples, con un
análisis post hoc de Newman-Keuls significativo considerado de **P <  0.01.

  *

  *
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Participación de los receptores colinérgicos en la consolidación de la memoria

espacial

En relación a los resultados del experimento anterior en donde se observó la

participación de los receptores a ACh en la adquisición de la memoria espacial por la

microinyección de escopolamina. En este experimento se microinyectó este antagonista

después de cada día de entrenamiento, con la finalidad de observar si estos receptores

se encontraban participando en el proceso de consolidación de esta memoria, por lo

que se entrenó a los animales por cuatro días consecutivos, al término de cada día de

entrenamiento, se microinyectó bilateralmente en CI, el fármaco en concentración de 60

mg/ml en la CI a una velocidad de 1 µl/min.

Los resultados que se obtuvieron de este experimento fueron comparados a

través de la ANOVA de vías múltiples en las curvas de aprendizaje con el análisis post

hoc de Newman-Keuls. En este caso no se muestran diferencias significativas en la

curvas de aprendizaje entre los grupos escopolamina y SHAM (P > 0.05) Figura 19.

Durante la prueba realizada a los 7 días no se observaron cambios significativos

al compararse los grupos con la prueba estadística de t–student P  >  0.05, ni en

latencias (Ver figura 20), ni en el número de cruces (Ver figura 21). A través de estos

resultados se demostró que los receptores muscarínicos a ACh no se encuentran

participando en la consolidación de la memoria espacial en la CI.
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Figura 19. Curvas de aprendizaje de cuatro días de entrenamiento con
microinyección de escopolamina después de cada día. En estas curvas se
observa que el grupo escopolamina no tuvo diferencias significativas con respecto al
grupo SHAM. El grupo escopolamina (n = 8) y SHAM (n = 6) se agruparon como
promedio ± ES

Figura 20.  Gráfica de latencias en la prueba. En
esta gráfica muestra que no existen diferencias
significativas entre los grupos cuando se realizó la
prueba después de 7 días de terminado el último
entrenamiento. Los datos fueron considerados como
promedio ± ES.
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Figura 21.  Gráfica del número de cruces en la
prueba. Se muestran el resultado en el número de
cruces el día de la prueba. En este caso no se
observan diferencias entre los grupos SHAM y
escopolamina. Los datos fueron agrupados como
promedio  ± ES.
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DISCUSIÓN

El laberinto acuático es una tarea conductual dependiente de hipocampo, que nos

permite estudiar el aprendizaje espacial (Morris et al., 1990). En este trabajo se utilizó

esta tarea para observar cambios en la formación de la memoria espacial a través de

manipulaciones farmacológicas realizadas antes o después de cada día de

entrenamiento, en corteza insular (CI), una región cortical cuya actividad se encuentra

relacionada preferentemente a la memoria gustativa.

Los resultados obtenidos de los experimentos en los que se utilizó un

antagonista para los receptores tipo NMDA (AP5) y un antagonista para los receptores

tipo no-NMDA (NBQX), microinyectados antes de cada día de entrenamiento en el

laberinto acuático, no tuvieron efecto en la formación de la memoria espacial, ya que no

se observaron diferencias entre los grupos, ni en las curvas de aprendizaje mostradas

(Ver figuras 10 y 12), ni en las gráficas obtenidas en la prueba de 7 y 30 días (Ver

figuras 11 y 13). Estos resultados sugieren que en CI, los receptores ionotrópicos de

glutamato no participan en la formación de la memoria espacial

Por otra parte, se observó un efecto de bloqueo sobre la memoria espacial

cuando se microinyectó un antagonista a los receptores muscarínicos a ACh

(escopolamina), antes de cada día de entrenamiento, en las curvas de aprendizaje

(Figuras 15 y 17) y en los días de prueba (Figuras 16 y 18).

Dado estos resultados se descartó la posibilidad de que existiera una

dependencia de estado por la microinyección de escopolamina, es decir; se quiso

mostrar que no había diferencias en los días de prueba si se encontraban los animales

bajo la misma condición farmacológica, por lo que se microinyectó el antagonista

durante los días de prueba antes de que se realizaran. En los resultados mostrados se

observó efecto sobre la evocación de la tarea del laberinto acuático entre los grupos

comparados de microinyección y sin  microinyección. Este efecto mostró en los

resultados que no hubo diferencias entre los grupos cuando se encontraron bajo la

misma condición farmacológica y no fueron consecuencia de una dependencia de

estado por la microinyección de escopolamina (Figuras 16 y 18).

Estos resultados sugieren que los receptores metabotrópicos de ACh son

necesarios para la formación de la memoria espacial en el laberinto acuático. Sin
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embargo, cuando se probó escopolamina después de cada día de entrenamiento para

observar si tenía efecto sobre la consolidación de la memoria espacial, se demostró que

no hubo cambios en la formación de ésta, por no mostrarse un efecto en los grupos ni

durante las curvas de aprendizaje (Figura 19), o en el día de prueba (Figuras 20 y 21).

Los receptores glutamatérgicos en el aprendizaje espacial en la CI

La actividad de la CI se ha reportado preferentemente asociada con el aprendizaje

gustativo (Gutiérrez et al., 1999a; Gutiérrez et al., 2003a, b). Sin embargo, Gutiérrez y

colaboradores (1999a), describieron la participación de los receptores tipo NMDA, en la

tarea del laberinto acuático. Ellos mostraron a través de este experimento que la

aplicación de AP5 microinyectado antes del entrenamiento en el laberinto, afectó la fase

de adquisición de la memoria espacial en la CI.

Sin embargo, los resultados que se presentaron en este trabajo, mostraron que

cuando se microinyectó el antagonista AP5 a los receptores tipo NMDA en el laberinto

acuático en la CI, colocada antes del sobrentrenamiento (4 días de entrenamiento

consecutivos), no produjo un bloqueo en la fase de adquisición (Ver figura 10), ni en la

evocación de la memoria espacial, en los resultados obtenidos durante la prueba a los 7

y 30 días (Ver figura 11). Lo que demostró que los receptores tipo NMDA no se

encuentran participando en la formación de la memoria espacial en estos experimentos,

a diferencia de lo reportado por Gutiérrez y colaboradores (1999a), quiénes obtuvieron

efecto de AP5 con un solo día de entrenamiento.

 Este resultado no esperado, sugirió la posibilidad de que existiera un problema

en la actividad farmacológica del AP5 sobre los receptores tipo NMDA o que hubieran

errores experimentales, por lo que se probó este antagonista en la tarea de

condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) en la CI, con la finalidad de asegurar

que el AP5 mostrara el efecto de bloqueo a los receptores tipo NMDA como ya se había

reportado previamente (Gutiérrez et al., 1999a; Gutiérrez et al., 2003a).

Los resultados de este experimento demostraron que la concentración utilizada

era correcta para tener un efecto de bloqueo a los receptores glutamatérgicos y que se

hizo la cirugía colocando las cánulas en las posición correcta de la región a estudiar
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(CI), de forma que la microinyección de AP5 tuvo un efecto sobre la adquisición de la

tarea del CAS (Ver figura 9).

 Al descartarse alguna falla en la manipulación experimental, una explicación a la

diferencia entre los resultados obtenidos en este trabajo y lo reportado previamente

(Gutiérrez et al., 1999a), es que el sobrentrenamiento provocara la activación de

procesos no dependientes a los receptores tipo NMDA.

Con la exposición a un sobreentrenamiento Ramírez-Amaya y colaboradores

(1999; 2001), demostraron la activación de mecanismos que no se observan con un

entrenamiento de un solo día, particularmente en el aumento en la cantidad de sinapsis

en la región hipocampal de CA3. Sin embargo, no es posible determinar en este caso, si

el sobreentrenamiento en la CI, tuviera una actividad semejante a la de hipocampo, ya

que ésta última estructura es altamente plástica. No hay reportes en la literatura que

propongan la generación de nuevos contactos sinápticos en la CI como consecuencia

de un sobrentrenamiento.

Una diferencia importante además del sobrentrenamiento en este trabajo con

respecto a lo reportado de Gutiérrez y colaboradores (1999a), no fue únicamente que

ellos tuvieron un solo día de entrenamiento, sino también fue el momento de

microinyección, ya que en su trabajo AP5 fue microinyectado bilateralmente en la CI, a

partir del 5 ensayo, es decir tuvieron 4 ensayos de aprendizaje de la tarea, lo que

sugiere que posiblemente el antagonista bloqueó el proceso de consolidación de la

memoria y no la fase de adquisición como ellos reportaron. En este trabajo se hizo la

microinyección antes de que se iniciaran los entrenamientos de cada día lo que

demostró que posiblemente no se encuentren participando los receptores tipo NMDA en

la adquisición de la tarea espacial.

No se descarta la posibilidad de que los receptores AP5 tengan un importante

función en el proceso de consolidación de la memoria y es necesario hacer

experimentos para demostrarlo.

En este sentido, Packard y Teather (1997), reportaron que la inyección de AP5 o

el antagonista MK801 en el hipocampo, inmediatamente después de entrenamiento en

el laberinto acuático bloquea la consolidación de la tarea después de una prueba a las

24 hrs. Ellos sugieren que los receptores tipo NMDA tiene una ventana de tiempo de
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menos de 2 hrs para que se consolide la memoria, sin embargo su entrenamiento fue

de un día con 8 ensayos únicamente, por lo que el efecto sobre la consolidación varía

en la duración del entrenamiento y el periodo en que se realizó la prueba de evocación.

Actualmente se considera que el bloqueo de los receptores tipo NMDA tiene

algún efecto en la transmisión sináptica mediada por los receptores tipo no-NMDA o

AMPA/kainato (Collingride et al., 1983).

Por lo que se hicieron experimentos donde se microinyectó NBQX el antagonista

a los receptores AMPA/kainato bilateralmente en CI, antes de los entrenamientos (4

días consecutivos), con pruebas de memoria a los 7 y 30 días .para observar si estos

receptores se encontraban participando en la formación de la memoria espacial.

Los resultados que se obtuvieron, no mostraron efecto en la adquisición y

evocación de la memoria espacial por la aplicación del antagonista NBQX en la CI (Ver

figura 12).

Anteriormente, NBQX fue utilizado en la tarea del CAS en CI (Berman et al.,

2000), mostrando un bloqueo en la adquisición del aprendizaje, lo que demostró que los

receptores AMPA/kainato participaban en la adquisición del aprendizaje aversivo.

Sin embargo, Parada y su grupo (1992), mostraron que NBQX no tiene efecto en

el laberinto Y, y no bloquea el aprendizaje en la tarea de prevención pasiva, que

coincide con los resultados obtenidos de este experimento.

Existen algunos reportes de bloqueos en la adquisición y evocación de memorias

espaciales por la acción de otros antagonistas a estos receptores, en otras regiones

corticales  (Filliat et al., 1998; Sargolini et al., 2003), y esta evidencia indica que, la

actividad hipocampal mediada por los receptores tipo no-NMDA persiste después de 3

horas de concluido el entrenamiento espacial y para que la memoria sea consolidada se

ha considerado que esta actividad es transmitida a otras áreas cerebrales como la

corteza entorinal y la región posterior de la corteza parietal, con la ayuda de otras vías

de neurotransmisión como neuronas dopaminérgicas, serotoninérgicas y

noradrenérgicas.

La corteza entorinal y la región posterior de la corteza parietal participan en la

consolidación de la memoria minutos después de que la actividad hipocampal
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comienza, a través de los procesos de los receptores tipo-NMDA, y su intervención es

necesaria para completar la consolidación de la memoria (Izquierdo y Medina, 1997).

Esto sugirió la posibilidad de que alguna de estas vías de neurotransmisión

activadas por el sobrentrenamiento a través de otras estructuras fueran responsables

de la adquisición y posteriormente la evocación de la memoria espacial en la CI, como

se mostró en los días de prueba al no mostrarse cambios significativos entre los grupos

(Figura 13).

En resumen, estos experimentos confirman que tanto los receptores tipo NMDA y

los receptores tipo no-NMDA no son importantes en la formación del aprendizaje en una

tarea espacial en CI y si son importantes en otras tareas de aprendizaje como el CAS,

donde se ha demostrado que esta estructura es muy importante (Gutiérrez et al.,

1999a,c Gutiérrez et al., 2003a, b; Ramírez Lugo et al., 2003).

Participación de los receptores muscarínicos a ACh en la memoria espacial en la

CI

En este trabajo se probó la participación de los receptores muscarínicos a ACh a través

de la microinyección de escopolamina, en la tarea del laberinto acuático en la CI, con el

fin de observar su participación en la formación de la memoria espacial. Para esto se

hizo microinyección bilateral en esta región, antes del entrenamiento (4 días

consecutivos), y se realizaron pruebas de evocación de la memoria a los 7 y 30 días

después de concluidos los ensayos.

El efecto de antagonistas muscarínicos a ACh en memoria espacial, ya se había

reportado con la administración del antagonista atropina, en el cerebro anterior basal,

mostrando que su inyección, disminuye las respuestas a nuevas pistas visuales y la

orientación visual en el laberinto acuático (Whishaw et al., 1987). Se reportó también,

que en estructuras cerebrales de la corteza prefrontal, escopolamina bloquea la

adquisición del aprendizaje espacial (Kesner et al., 1996; Ragozzino et al., 1998;

Ragozzino y Kesner, 1999).

Particularmente no hay reportes que demuestren que la escopolamina tenga un

efecto en la formación de la memoria espacial en la tarea del laberinto acuático en CI.

Los resultados obtenidos en los experimentos de este trabajo, demostraron que la
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actividad de estos receptores es necesaria en la adquisición de la memoria espacial en

esta región cortical, donde el análisis estadístico mostró diferencias significativas en las

curvas de aprendizajes en los 4 días de entrenamiento, entre el grupo al que se le

microinyectó escopolamina y el grupo SHAM (Figuras 15 y 17). En este sentido, los

resultados coinciden con lo reportado previamente con otros antagonistas en otras

regiones corticales como se citó anteriormente (Whishaw et al., 1987; Kesner et al.,

1996; Ragozzino et al., 1998; Ragozzino y Kesner, 1999).

Se hizo además un experimento para descartar la posibilidad de que se estuviera

induciendo un aprendizaje dependiente de estado por la microinyección de

escopolamina en los días de prueba, para esto se dividió el grupo al cual se le

micoinyectó el fármaco, al igual que el grupo SHAM, en dos grupos denominados con

microinyección y sin microinyección (Ver figuras 16 y 18).

Los resultados observaron que los animales en ambos grupos, con

microinyección (que se encontraron en la misma condición farmacológica que cuando

fueron entrenados), y el grupo sin microinyección, mostraron diferencias significativas

en la prueba de latencia y cruces en la prueba a los 7 días con respecto al grupo

SHAM, sugiriendo que el efecto en la formación de la memoria provocado por la

aplicación de escopolamina no fue un efecto dependiente de estado, (Figuras 16 y 18).

La prueba del día 30, no mostró diferencias significativas entre los grupos

comparados con y sin microinyección, una posible explicación a este resultado, puede

ser que los animales fueron expuestos al laberinto durante la prueba del día 7, es decir

que existiera extinción de la memoria.

Hay que mencionar que el sobrentrenamiento no afectó la actividad de los

receptores colinérgicos por lo que escopolamina tuvo el efecto esperado, lo que

demuestra que la vía de neurotransmisión colinérgica tiene un importante papel en la

formación de la memoria espacial en CI.

Existe además evidencia del efecto de bloqueo producido por la micoinyección

de escopolamina en la CI en el CAS (Naor y Dudai, 1996), y el efecto de los

antagonistas escopolamina y pirenzepina bloqueando la adquisición del aprendizaje en

esta mismo condicionamiento aversivo, a través de los receptores muscarínicos

postsinápticos m1, m3 y m5 a ACh, en la CI (Ramírez- Lugo et al., 2003), donde los
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receptores m1 fueron localizados también en estructuras como corteza, amígdala

medial y basolateral e hipocampo (Spencer et al., 1986; Wall et al., 1991; Piggott et al.,

2002), y la inyección ventricular de pirenzepina durante la adquisición de la memoria de

trabajo en el laberinto radial bloqueó la adquisición de la tarea (Sala et al., 1991).

Estos trabajos sugieren que el sistema colinérgico a través de los receptores

muscarínicos, participan en la adquisición de diferentes tareas de aprendizaje, por lo

que se probó la escopolamina en CAS en CI, en donde se observó un bloqueo en la

adquisición de esta tarea (Ver figura 14), tal como ya se había reportado (Ramírez Lugo

et al., 2003).

Estos resultados demostraron que los receptores muscarínicos a ACh en CI,

tanto en el aprendizaje gustativo como en el aprendizaje espacial son importantes en la

adquisición de la memoria.

En ninguno de estos casos se han descrito deficiencias en la actividad motora

por la aplicación de los antagonistas a estos receptores, lo que permitió descartar la

posibilidad de que los efectos obtenidos sobre la adquisición del aprendizaje de la tarea

del laberinto acuático en este experimento, fueran ocasionadas por una deficiencia

motora debida a la microinyección bilateral en CI de escopolamina. Los resultados de la

curva de aprendizaje del día 1 y 2 (Ver figura 17), mostraron que hay en los primeros

dos ensayos un aprendizaje del laberinto acuático semejante entre los grupos, lo que

indica una actividad motora normal en los animales.

La comprobación de los efectos en la actividad motora por escopolamina ya se

había reportado en el experimento de Whishaw y colaboradores (1987), donde no hubo

alteraciones de tipo motor que pudieron evitar la falta de aprendizaje en las ratas (Cain,

1997).

Actualmente, algunos reportes en la literatura han descrito resultados

controversiales en relación a los efectos de escopolamina que no definen si ésta

provoca efectos de bloqueos sobre los procesos de memoria de forma per se, es decir;

vía un rompimiento en la adquisición, el mantenimiento del trazo, por actuar sobre

mecanismos de evocación o si las deficiencias que se observaron fueron resultado de

una inhibición en los procesos de consolidación en memorias espaciales (Cheal, 1981;

Beatty et al., 1986; Dunne y Hartley, 1986; Flood y Cherkin, 1986).
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Es por esto que se planteó la posibilidad de que los receptores muscarínicos a ACh se

encontraran participando en el proceso de consolidación de la memoria espacial, por lo

que se hizo un experimento en el cual se microinyectó bilateralmente en CI,

escopolamina después de cada entrenamiento (4 días consecutivos).

La introducción de la administración de fármacos pos-entrenamiento, provee un

método de investigación de los efectos de éstos sobre la consolidación de la memoria

sin involucrar su efecto en la adquisición o evocación (McGaugh, 1966). En relación a

los receptores colinérgicos se reportó por primera vez el trabajo de Stratton y

Petrinovich (1963), que mostraron que la administración pos-entrenamiento de

fisostigmina (un inhibidor de acetilcoliesterasa), incrementa la memoria en ratas. Otros

estudios observaron que la inyección de antagonistas colinérgicos pos-entrenamiento

afecta la formación del aprendizaje (Kopf et al., 1998; Schroeder y Packard, 2002).

También se ha reportado que la inyección del antagonista a los receptores

muscarínicos, atropina, bloquea no solo la consolidación de la memoria sino también

afecta otros sistemas de neurotransmisión en la amígdala (Dalmaz et al., 1993; Introini-

Collison et al., 1996; Power et al., 2000).

Todos estos estudios sugieren la participación del sistema colinérgico en la

consolidación de diferentes tareas.

Con la microinyección de escopolamina después de cada día de entrenamiento

en este trabajo, no se observaron diferencias significativas entre los grupos

comparados, como se mostró en las graficas de aprendizaje (Figura 19). Los resultados

que se obtuvieron en la evocación de la tarea (prueba después de 7 días), tampoco

mostraron cambios significativos entre los grupos comparados (Figuras 20 y 21), lo que

sugiere que los receptores muscarínicos a ACh no se encuentran participando en la

fase de consolidación de la memoria espacial, en la región de CI.

Anteriormente, Barros y su grupo (2002) compararon los efectos de la infusión de

oxotremorina en la amígdala basolateral, en el pre-entrenamiento y en el pos-

entrenamiento mostrando que, inyectada antes del entrenamiento facilitaba la memoria

de largo plazo y no afectaba la memoria de corto y si se colocaba después del

entrenamiento selectivamente facilitaba la memoria de largo plazo. Lo que indicó que

los mecanismos de facilitación en los receptores muscarínicos a ACh en la
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consolidación de la memoria son independientes de los que actúan durante la

adquisición (Barros et al., 2002, Power y McGaugh, 2002), que coincide con el resultado

obtenido por la microinyección de escopolamina que afecta la formación de la memoria

espacial en CI antes de la adquisición del aprendizaje espacial y no cuando se

microinyectó después de los entrenamientos donde no mostró efecto. A través de estos

experimentos se demostró que los receptores muscarínicos a ACh son importantes en

la adquisición y no en la consolidación de la memoria espacial en CI.

Ya se ha reportado que inicialmente la información perceptual y la información

conductual, son procesadas en diversas áreas neocorticales. Sin embargo, la capacidad

de estos componentes está limitada por el tiempo, en tanto que la región

parahipocampal, la cual recibe entradas convergentes desde áreas de asociación

neocortical envía proyecciones que retornan a estas mismas áreas, empleadas para

mediar y extender la persistencia de las representaciones neocorticales. Las neuronas

hipocampales están involucradas en mediar el restablecimiento de detalles en

representaciones neocorticales, más que de almacenar los detalles en si mismos. Es

por esta razón que se piensa que la memoria hipocampal puede tener un papel

temporal en la consolidación de memorias corticales (Eichenbaum, 2000).

Hay que señalar que este trabajo se mostró de forma clara, la participación de

los receptores muscarínicos a ACh, aunque no se determina si las señales actúan en

forma aferente o eferente entre el hipocampo (involucrado directamente con el

aprendizaje espacial) y la CI, pero se sugiere como un avance en el entendimiento de

este sistema ya que es muy claro que esta corteza tiene una participación importante en

la memoria espacial, como lo demuestran los resultados de este trabajo.
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CONCLUSIONES

El sistema colinérgico en la CI, a través de los receptores muscarínicos a ACh, participa

en la formación de la memoria espacial, este efecto no se debe a la inducción de un

aprendizaje dependiente de estado.

Los receptores ionotrópicos de glutamato, no son necesarios en la adqusición, ni en la

evocación de la tarea del laberinto acuático en CI, pero si son necesarios en la

formación del aprendizaje gustativo.

Los receptores muscarínicos a ACh, no son necesarios en la consolidación de la

memoria espacial, en la tarea del laberinto acuático en la CI.
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