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INTRODUCCION

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 integracion y almacenamiento de
estimulos que recibe constantemente de lo que le rodea; el mecanismo por medio del
cual se adquiere y procesa esta informacion 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 informacién de manera
consciente (también ha sido denominada memoria explicita), mientras que la memoria
no declarativa (conocida a su vez como memoria implicita), se considera que no tiene
acceso a ningun contenido mnemaonico, es decir, no se recupera conscientemente
( )-

La memoria no declarativa involucra cambios en la habilidad de responder
apropiadamente a estimulos a través de la practica, 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 habituacion, la sensibilizacién y el condicionamiento clasico, ya que han sido
observadas en experimentos con animales invertebrados ( )- A esta
memoria se le refiere también como la memoria basada en datos y se clasifica en:
habilidades y habitos, priming (cambios en el desempefio en una tarea como
consecuencia de la informacién a la que se ha expuesto recientemente), aprendizajes
asociativos basicos y aprendizajes no asociativos ( )-

La memoria declarativa tiene la capacidad de evocacidon consciente y cuando ya
no ocupa nuestra atencién dejamos de tener conciencia de ella. Esta memoria se
sustenta en expectativas o referencias y almacena representaciones de hechos

(denominada también semantica) y de eventos (conocida a su vez como episodica).



A pesar de que no se consideraba que los animales tuvieran una memoria episodica ya
que ésta se habia definido unicamente para humanos ( ), es a través de
estudios experimentales con mamiferos y aves, como se ha descrito una memoria
parecida a la episddica, al identificarse a través de criterios conductuales algunos
parametros especificos que acumulan un valor asociativo y de familiaridad del medio,
en estas especies. Estos valores de “qué”, “cuando” y “cdmo” (caracteristicos de la
memoria episédica en los humanos), se considera que son adquiridos de forma
independiente por los animales, por lo que se pueden incluir dentro de esta definicion
de memoria ( ).

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 amigdala, el aprendizaje de asociaciones basicas
incluye a la musculatura esquelética y al cerebelo. Finalmente, el aprendizaje no
asociativo se correlaciona con las vias reflejas ( )-

Para las memorias declarativas se tienen definidas areas cerebrales como el
hipocampo; el l6bulo temporal medial; el diencéfalo; las cortezas neocorticales
adyacentes alojadas en el surco rinal que son: la corteza entorinal y la corteza peririnal,

ademas de la region parahipocampal ( ). Ver figura 1.
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Figura 1. Esquema de los Sistemas de Memoria de los Mamiferos. Esta taxonomia
describe las principales estructuras cerebrales que son importantes para cada tipo de
memoria. Modificado de

La memoria declarativa puede ser recuperada o evocada después de que se consolido
algun aprendizaje, tanto en los humanos como en los animales (
).

Para el proceso de consolidacion de la memoria, se han propuesto 2
mecanismos de integracion de la informacion: 1) una via 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 via de transferencia es denominada como

“sistemas de consolidacion” (
)y 2) la



consolidacioén celular, que se enfoca sobre los elementos moleculares en las células en
una regién particular del cerebro. Esta consolidacion celular sugiere que el trazo de
memoria inicial (la memoria recientemente adquirida se considera lIabil 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
bioquimicos y morfolégicos en las sinapsis (procesos de plasticidad) y, de cambios
celulares, que requieren de sintesis de proteinas (
).

Los primeros experimentos relacionados a los procesos de memoria de corto y
largo plazo, fueron los estudios de Scoville y Milner ( ), quienes practicaron una
resercion bilateral del hipocampo y areas corticales asociadas a un paciente con
epilepsia severa llamado H. M. Los resultados de este experimento indicaron que
regiones especificas del cerebro, denominadas colectivamente I6bulo temporal medial,
son cruciales en la formacion de memorias declarativas. Esto fue evidente, porque
después de la operacion, H. M. mostré una pérdida de la capacidad de atencion a
aprender nuevos eventos y datos (amnesia anterograda), no obstante, podia recordar
de forma clara hechos de su vida ocurridos antes de la operacion.

El caso H. M. en relacion con dos pacientes mas descritos por Penfield y Milner
( ), marcaron un precedente para investigaciones posteriores ya que se concluyé
que estos pacientes pueden registrar informacion perceptual normalmente, pero esta
informacion deja de ser disponible después de segundos, lo que marcé una distincidon
entre un proceso de memoria primaria (corto plazo) con una rapida pérdida y un
proceso secundario en el cual, la informacion se almacena por un largo plazo (

).

Otros estudios realizados en modelos animales, dejaron en claro el importante
papel del hipocampo en la formacion de la memoria declarativa ( ), ya
que la organizacién funcional y anatoémica del sistema del I6bulo temporal medial es

similar en humanos, primates no humanos y roedores (

)-



La funcién del hipocampo en la memoria declarativa

El sistema estructural de la memoria declarativa hipocampal se considera constituido de
tres componentes principales, areas cortico-cerebrales, la region parahipocampal y el
hipocampo en si mismo ( )-

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 ( )- Recibe informacion por medio de dos vias, las subcorticales
que se proyectan desde el septum medial a través del fornix, y entradas neocorticales
que convergen en la corteza entorinal (CE), y que llegan a éste por la via perforante. El
hipocampo esta dividido anatobmicamente 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 regioén se le denomina hilus (

).

La informacién sensorial fluye de las células estrelladas de la capa Il y la capa lll
de las células piramidales de la CE ( ), ¥ entra por las fibras de la
via perforante que se proyectan a las células granulares que en conjunto se denominan
fibras musgosas cuya proyeccion 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 trisinaptico ( )- Ver figura 2



Figura 2. Representacion esquematica del hipocampo en ratas. En esta figura se
muestra la posicidon de la formacion 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 esta orientado longitudinalmente por el eje
septotemporal, desde el nudcleo septal rostral (S) a la corteza temporal (T)
ventrocaudal. El eje transversal (TRANS) esta orientado perpendicular al eje
septotemporal. La figura superior izquierda muestra los principales elementos
neuronales y las conexiones de la formacién hipocampal. Abreviaciones: DG, giro
dentado; mf, fibras musgosas; pp, via perforante; sc. Colaterales de Schaffer.
Tomado de .

Una linea de investigacion importante sobre la memoria declarativa hipocampal fue el
experimento realizado por Bliss y Lomo ( ), quienes demostraron que
estimulaciones eléctricas de alta frecuencia en las aferentes excitatorias del hipocampo
causaban un incremento en la eficiencia de la transmisién sinaptica que podia durar
horas o dias y a la cual denominaron potenciacion a largo plazo (PLP). El
descubrimiento de la PLP marcé el primer paso experimental que sustento la teoria de

que se requiere la coincidencia de actividad pre y post-sinaptica en la representacion



neuronal de la memoria, que implicaria un cambio estructural permanente en el sistema
nervioso denominado plasticidad sinaptica ( )-

La caracterizacidn electrofisiolégica de las células piramidales del hipocampo
llamadas células de lugar ( ), confirmo la idea de que éste, tiene un
papel importante en la adecuada ejecucioén de pruebas de aprendizaje espacial (

). Las células de lugar, responden a caracteristicas espaciales del medio
ambiente ( ). 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 ( )-

Estos estudios fisiolégicos fueron complementados recientemente,
demostrandose que los animales utilizan ademas, otros factores que influencian la
actividad neuronal hipocampal, como la posicion espacial absoluta que incluye direccion
de movimiento y velocidad vy, la retencion de pistas de tipo no espacial a través de los

sistemas olfativo y auditivo ( )-

El glutamato como neurotransmisor en la memoria

Como antes se menciond, entre los diversos mecanismos moleculares que estan
involucrados en la formacidén y consolidacion de la memoria se encuentra el
neurotransmisor excitatorio glutamato. El proceso se inicia cuando el glutamato es
liberado de la terminal pre-sinaptica y activa a los receptores post-sinapticos tipo NMDA
(N—metil-D-aspartato), a los receptores tipo no-NMDA que incluyen a AMPA (acido a-
amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propiénico)/kainato, y a los receptores a glutamato
metabotropicos ( )-

Los receptores tipo no-NMDA generan una despolarizacién de la membrana por
la entrada de corrientes sinapticas que es insuficiente para la generacion de un
potencial de accion, pero puede remover el bloqueo voltaje-dependiente del MgZ+
asociado al canal NMDA ( )- Inmediatamente, se producen cambios
en los niveles de segundos mensajeros como Ca?+ y AMPc (adenosin monofosfato),
seguido por un aumento en la actividad de proteinas cinasas. Estos eventos
posteriormente conducen a modificaciones en la transcripcion génica a través de la

activacion de factores de transcripcion (



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

transcripcional, en el transporte y traduccion del RNAm ya existente (

)-

Todos estos mecanismos moleculares ocurren una vez que los receptores tipo

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

mientras que los receptores tipo no-NMDA modulan la transmisién sinaptica excitatoria

de los receptores tipo NMDA ( )- Ver figura 3.
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Figura 3. Los eventos moleculares que describen las fases tempranas y tardias de la potenciacion
a largo plazo 2). La estimulacion de los receptores a glutamato tipo NMDA como resultado de la
despolarizacion postsinaptica a través de los receptores AMPA y de la unién del glutamato, permite
la entrada del Ca®* a la neurona postsinaptica. Entre los efectos inmediatos producidos por la
entrada del Ca®* estan la activacion de CaMKII (cinasa dependiente de Ca-calmodulina Il), PKC
(proteina cinasa C) y calcineurina La PLP ocurre cuando la adeniato ciclasa (AC), es activada por
ca” o por entradas modulatorias las que a su vez estimulan a AC a través de los receptores
acoplados a las proteinas G. Esto produce un incremento en los niveles de AMPc (adenosin
monofostato), el cual a su vez activa a PKA (proteina cinasa A), que se trasloca dentro del nucleo
donde es fosforilado CREB. Otras proteinas cinasas, como CaMKII, CaMKIV (cinasa dependiente
de Ca-calmodulina IV) y MAP (proteina de adhesién a microtubulos), regulan la expresién génica.
El BDNF (factor neurotréfico derivado del cerebro); C/EBP, CCAAT proteina de unién; CRE, AMPc
elemento de respuesta; I-1, proteina fosfatasa inhibidora-1; PP1, proteina fosfatasa-1; tPA,
activador plasminogénico de tejido ( )-



Los receptores tipo NMDA en el hipocampo
En el hipocampo, la induccion de PLP desde la entrada cortical de la CE a las fibras
musgosas del GD, requiere la activacidon de los receptores tipo NMDA mientras que la
PLP de las células granulares del GD a la regién de CA3 puede ser inducida
independientemente de la actividad mediada por estos receptores (

).

A partir de esto, algunas Investigaciones fueron desarrolladas con la actividad de
antagonistas farmacologicos a los receptores tipo NMDA tales como AP5 (acido D,L-2-
amino-5 fosfopentanoico), AP7 (acido D,L-2-amino-7-fosfopentanoico), y CPP (acido
(3(+/-)-2-carboxipiperazina-4-yl)-propil-1-fosfonico), Watkins y Olverman en 1987, que
permitieron demostrar que se puede bloquear la despolarizacion inducida por el
agonista NMDA, sin afectar la despolarizacion que produce el receptor AMPA/kainato
( )-

Otros estudios muestran que el antagonista AP5, produjo un bloqueo dosis
dependiente en la induccién de PLP ( ), en rebanadas de hipocampo
in vitro ( ). Aunque los trabajos mas
importantes que sustentaron la union entre la actividad de los receptores tipo NMDA, la
PLP hipocampal, el aprendizaje y la memoria declarativa fueron descritos por Morris y
su grupo ( ), 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 acuatico de Morris. El entrenamiento de los animales consistié 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 (

).

Posteriormente se utilizd la infusion cronica intracerebroventricular (i.c.v.) del
AP5, que mostré un bloqueo del aprendizaje espacial sobre la prueba del laberinto
acuatico con la plataforma oculta, sin observarse el mismo resultado, si la plataforma es
visible ( )-

Las concentraciones extracelulares estimadas del antagonista AP5 que causaron

el bloqueo del aprendizaje espacial en el laberinto acuatico, son comparables a las



utilizadas para bloquear la PLP in vivo, en la sinapsis entre la via perforante y el GD
( ), ya que la microinfusién de APS colocado directamente sobre el
hipocampo fue suficiente para bloquear este aprendizaje en la misma tarea (

).

También se ha reportado que los receptores AMPA/kainato o tipo no-NMDA, en
el hipocampo, son necesarios para el proceso de consolidacién de la memoria en
tareas conductuales como la tarea de prevencion pasiva ademas de las pruebas
realizadas en el laberinto acuatico ( ). Posteriormente se demostro
que, la aplicacion de antagonistas a estos receptores colocados antes de la adquisicién
de la tarea bloquean el aprendizaje del laberinto acuatico ( )-

No so6lo los receptores tipo NMDA y no-NMDA participan en el aprendizaje
espacial. Riedel y su grupo demostraron ademas que los antagonistas a los receptores
metabotropicos a glutamato impiden el aprendizaje espacial en ratas y la PLP en el GD

en experimentos in vivo ( )-

La plasticidad del hipocampo en la tarea del laberinto acuatico

El hipocampo es considerado una estructura particularmente plastica ya que una
estimulacion de alta frecuencia induciendo PLP produce sinaptogénesis (la generacion
de nuevos contactos sinapticos), en las fibras musgosas del hipocampo (

). Posteriormente se demostrd que la polisializacion, esto es,
la adicion de acido sialico a NCAM (molécula de adhesion celular neural), esta
relacionada con esta generacion de nuevos contactos sinapticos y ocurre en el
hipocampo después de un entrenamiento repetido en una tarea espacial (

). La polisializacion de NCAM es por tanto, necesaria para

el desempefo adecuado en tareas espaciales y para la PLP ( )-
Moser y su grupo ( ), observaron también un aumento en la ramificacién
dendritica en CA1 después de exponer a los animales a un ambiente enriquecido que
ademas, facilitd la adquisicion de la tarea de aprendizaje espacial del laberinto acuatico.
Recientemente se reportdé que un sobrentrenamiento en el laberinto acuatico induce
sinaptogénesis en la region de CA3 ( ). Este experimento se

realizd con un grupo de animales que fueron sometidos a entrenamientos de distinta



duracion (1, 2 y 3 dias), con diez ensayos en cada dia de entrenamiento y pruebas de
aprendizaje de la tarea a los 7 y 30 dias después de finalizado el ultimo ensayo del
tercer dia de entrenamiento. Los resultados mostraron que los animales que recibieron
mas dias de entrenamiento disminuian el tiempo de latencia del aprendizaje con
respecto a los grupos que solo recibieron uno o dos dias de entrenamiento.

En este trabajo se hizo también un analisis histolégico del hipocampo que indico
una relacion de aumento sinaptico en la regién de CA3 probablemente inducida por el
tiempo de entrenamiento. La presencia de estos nuevos contactos sinapticos en esta
estructura permitié suponer una relacion de mayor funcionalidad en la sinapsis y la
capacidad observada en los animales de recordar mejor esta tarea espacial (

).

Posteriormente, se probo con la administracién de un antagonista inespecifico 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
acuatico con un sobrentrenamiento, en ratas, antes pero no después de la adquisicién
de la tarea. Este resultado se correlaciond con el analisis histologico de densidad
sinaptica que mostrd que el antagonista MK801 bloqued la sinaptogénesis de las fibras

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

( ).

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 (

). No obstante, ya se habia descrito que el hipocampo no es la unica estructura
que se encuentra involucrada en el aprendizaje espacial. Sutherland y su grupo ( ),
mostraron que lesiones en la corteza retrospenial posterior causaban un bloqueo del
aprendizaje espacial (citado de )-

Lashey y Shepard experimentaron también con lesiones en la corteza frontal de
ratas, estudiaron su comportamiento en un laberinto radial, mostrando que aun con las
lesiones provocadas, hubo aprendizaje de la tarea. Sin embargo, cuando las lesiones

abarcaron areas mas grandes de la corteza, observaron alteraciones del aprendizaje,



por lo que concluyeron, que la memoria declarativa se almacenaba en la corteza
cerebral representada de forma difusa y no podia ser localizada en una regién
especifica del cerebro ( )-

En este sentido, recientemente, Pouzet y su grupo ( ) reportaron los efectos
de una ablacidén en el hipocampo dorsal de ratas en la ejecucion de la tarea del
laberinto acuatico, utilizando un entrenamiento corto (4 dias) y uno largo (16 dias). A
través de este experimento demostraron que los animales con lesion 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 localizacion de
la plataforma sugiriendo que éstos, utilizaron estrategias de tipo no-espacial
(idiocéntricas), basadas en la posicion del sujeto en el espacio, para compensar el
bloqueo de la memoria espacial.

Existe también, evidencia de que otras areas corticales participan de forma
importante en memorias espaciales ( )-
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
( ). La pérdida de la misma area, en
ratas, produce alteraciones en esta tarea (

). En la misma linea de
investigacion se mostré que lesiones en areas especificas de la corteza prefrontal
como la prelimbica/infralimbica pero no en la corteza cingulada anterior bloquean la
memoria de trabajo espacial (

).

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 microinyeccion de NMDA, demostraron la participacion de la Cl en

la tarea del laberinto acuatico y de prevencién pasiva (



Se han observado también efectos diferenciales en el aprendizaje del laberinto
acuatico, por la induccién de lesiones en diferentes sitios de la Cl de las ratas.
Demostrando que la region central y la posterior pero no la region anterior de la Cl esta
mas involucrada en este tipo de aprendizaje ( )-

En estos mismos animales se probd 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 (

).

Recientemente, se describid el bloqueo en la adquisicion de la memoria espacial
provocado por la aplicacion de AP5, en la CI, antes del entrenamiento en el laberinto
acuatico, cuando se hizo la prueba de memoria después de 24 hrs (

). Estos resultados demostraron la participacion de la Cl en el aprendizaje
espacial.

En humanos a través de un estudio realizado por tomografia por emisién de
positrones (PET, iniciales en inglés), se describio que la corteza insular (Cl), es activada
por la evocacién de memorias espaciales ( ). La activacion de la
insula junto con el hipocampo se observd, cuando se les pedia a los sujetos
experimentales que recordaran un recorrido para llegar de un sitio a otro.

En otro estudio realizado también en humanos, se observé este fendmeno de
activacién de la insula con estimulacién vestibular unilateral con PET. En este trabajo se
mostré una desorientacion espacial causada por esta estimulacion vestibular que se
encontraba asociada a la activacion de regiones cerebrales como la insula, la corteza

temporo-parietal, el putamen y la corteza cingulada anterior (

La organizacién estructural de la corteza insular

Estructuralmente la Cl en los humanos se ubica cercana a la profundidad del sulcus
lateral, con una apertura dentro de esta region que es frecuentemente referida como el
lumen de la insula ( ). La insula esta rodeada por el sulcus circular y las
regiones anterior y posterior estan separadas por el sulcus insular central sobre el cual
se inclina la principal arteria media cerebral. Por debajo del giro insular esta el nucleo

basal cerebral ( ).



La organizacion celular de la insula en humanos se ha mantenido en las diferentes
especies con pocas diferencias evolutivas. Se compone de 3 regiones continuas de
corteza divididas. La porcidn ventral contiene a la corteza agranular mientras que la
insula caudal es granular. Entre estas dos regiones se encuentra una zona de transicion
disgranular ( ).

La corteza de la insula ventral consiste de tres estratos celulares los cuales
contienen agregados de células no granulares. El estrato externo contiene células
piramidales, el estrato intermedio esta ocupado también por grandes células de este
tipo y el estrato interno contiene células polimorficas.

El sector disgranular se localiza en posicién dorso-caudal al sector agranular y es
continuo con él. Esta constituido por distintos estratos celulares. Las capas Il y Il son
dificiles de demarcar pero contiene células granulares. La parte granular contiene a las
capas Il y IV que son claramente granulares y bien definidas mientras que las células
que componen la capa Ill no estan definidas. Hay una clara demarcacion entre las
capas V y VI asi como entre la capa VI y la materia blanca que se halla debajo
( )- Ver figura 4.

Figura 4. Esquema de un corte
coronal de un cerebro de rata donde
se muestra la Cl. Se resaltan las
principales capas que la constituyen.
Modificado de

Muchas conexiones corticales de la insula son reciprocas ( )- El

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



asi como con la corteza prepiriforme olfatoria y la CE. La insula posterior dorsal tiene
prominentes conexiones con el area suplementaria motora, la corteza somatosensorial
primaria y secundaria, la corteza auditiva primaria y secundaria, el I6bulo parietal inferior
y el area retroinsular. Todas las areas de la insula tienen conexiones con el I6bulo
medial temporal y las regiones cinguladas ( )-

La insula envia proyecciones hacia el hipocampo anterior (

) y el nucleo bed de la estria terminal ( ), el estriado limbico ventral
( ), ¥ el nucleo acumbens lateral
( ). Esta estructura recibe aferentes desde la corteza
periamigdaloide ( ), el tubérculo olfatorio
( ), y el bulbo olfatorio ( ), y tiene proyecciones reciprocas
con el hipotalamo posterior y el nucleo tuberomamilario ( )-

En los roedores, la Cl (areas 13 y 14 de Krieg), se ubica en el I6bulo temporal y
esta definida por una area que abarca la corteza frontal lateral y la corteza peririnal en
direccion dorso-caudal y en la porcidn mas ventral de la corteza piriforme en direccién
dorso-ventral, esta estructura se comunica con otros centros de informacion visceral y
gustativa como el sistema limbico a través de la amigdala, el tdlamo y los nucleos del
tracto solitario (NTS), y parabranquial (PbN).

Las proyecciones corticales de la Cl a la amigdala, se ha sugerido, llevan la

informacién cognitiva procesada y son integrados los procesos emocionales (

).

Los receptores colinérgicos y su funciéon en la memoria

Estructuralmente, los receptores muscarinicos a ACh, se han clasificado como m1 a
m5, encontrandose en diversas regiones cerebrales ( ). Los receptores m1
son principalmente hallados en terminales postsinapticas y una gran densidad se ha
observado en corteza cerebral, el hipocampo, el giro dentado, la amigdala medial y
basolateral, el nucleo acumbens y el putamen caudado. En una proporcion

relativamente mas baja se localizan en el talamo y en el cerebelo (

).



Los receptores m2 son localizados en la pre-sinapsis, funcionando como
autoreceptores, regulando la liberacion de ACh y se han observado en regiones
corticales como; el nucleo colinérgico del tallo y areas cértico-espinales (
. Ademas, se han encontrado en el cerebelo y en el talamo, al

igual que los receptores m4, que son expresados en el estriado ( )-

Los receptores m3 fueron colocalizados en regiones donde se encuentran los m1
( ). 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 nucleo hipotalamico y en el area tegmental ventral.

Los procesos fisiologicos que son afectados por alterar la transmision colinérgica

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

(
).

Actualmente es aceptado que existen dos grupos principales de neuronas
colinérgicas. La primera esta en el cerebro anterior basal dentro del nucleo septal
medial (que tiene proyecciones al hipocampo, amigdala, neocorteza que incluye a la
corteza insular y piriforme), vertical y horizontal, el nucleo limbico de la banda diagonal
de Broca y el nucleo basal magnocelular (NBM), también llamado nucleo basal de
Meynert en humanos. A este grupo de neuronas se le refiere como un continuo; el
sistema colinérgico del cerebro anterior basal magnocelular ( )-
Este grupo, envia proyecciones al hipocampo, amigdala, neocorteza que incluye a la
corteza insular y piriforme ( ).

El segundo grupo de neuronas colinérgicas se encuentran en el tallo cerebral en
la regién del nucleo pedunculopontino tegmental y tegmental pontino lateral-dorsal
( )- 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 atencion visual, ademas los
substratos corticales de estos procesos pueden estar modulados por aferentes

colinérgicas de estas areas corticales ( )- Figura 5.
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Figura 5. La acetilcolina (ACh) actua sobre el receptor muscarinico de los subtipos
indicados en el esquema, para inducir varias respuestas. Los receptores
muscarinicos a ACh m, y my interactian con la subunidad o de la proteina de unién
GTP, G;. Cuando la ACh se une, G, se disocia desde las subunidades By e inhibe a
la adenilato ciclasa (AC). Los receptores m4, mz y ms interactian con la proteinas de
unién GTP, de la familia G; y Gy1 . Las subunidades Gaq Yy o044 activan a la
fosfolipasa C especifica de fosfoinositidos (PI-PLC). Los receptores m, y m, regulan
a los canales de K" rectificantes de entrada a través de la subunidad py de G; o G..
Una cascada de segundos mensajeros se difunden dentro de la célula incluyendo
cAMP, inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). IP; es generado desde
fosfoinositol bifosfato (PIP;). Norepinefrina (NE); receptor f adenérgico (B-AdrR);
fosfoinositol (Pl); fosfoinositol 4-fosfato (PIP); fosfoinositol-4,5-bisfosfato (PIP,).
Tomado de Siegal et al., 1999.



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 (

).

El desarrollo de farmacos especificos (agonistas y antagonistas), para los dos
tipos de receptores a acetilcolina (ACh), nicotinicos y muscarinicos, ha permitido
explorar su actividad en el aprendizaje y la memoria.

Tani y su grupo ( ), observaron que la nicotina estimula la liberacion de ACh
y que tuvo efectos moduladores sobre los receptores muscarinicos. Otros reportes
mostraron que la desensibilizacion de los receptores nicotinicos facilita la funcion de los
receptores muscarinicos, sugiriendo que esta desensibilizacion de los receptores no
produce un estado inactivo.

Con estos trabajos se propuso que la actividad de los receptores nicotinicos y
muscarinicos 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 administracion aguda del antagonista escopolamina a los receptores
muscarinicos ( ), 0 bien, el mejoramiento en la ejecucion de la tarea
DMP (tarea de retardo correspondiente al lugar; iniciales en inglés), por la
administracién de nicotina, esta regulado por los receptores muscarinicos a ACh ya que
si éstos se encuentran bloqueados, la nicotina no facilita la memoria espacial (

).

Diversos experimentos se han realizado en el laberinto acuatico que inducen
lesiones en el NBM, de los cuales se obtuvieron resultados contradictorios. En algunos
el bloqueo del aprendizaje (

), otros no encuentran efectos persistentes
( ), 0 no se encuentra efecto
por dichas lesiones ( )-

Un trabajo reciente con la induccion de lesiones al NBM, por la aplicacion de
NMDA, impidié la adquisicion de la tarea del laberinto acuatico en dos dias de
entrenamiento, sugiriendo que el sistema colinérgico tiene una importante funcion en

esta fase del aprendizaje y no en la evocacion de la tarea ( )-



Otros estudios farmacologicos que involucran a la ACh en aprendizajes de laberinto
acuatico reportaron los efectos de los inhibidores a la acetilcolinesterasa (AChE), la
enzima responsable de degradar a la ACh (

). Con estos resultados se probd que la ejecucion del aprendizaje varia en el
cerebro en relacién con los niveles de ACh aumentando durante el tiempo de
entrenamiento.

De forma especifica se describidé que la escopolamina (antagonista general para
los receptores muscarinicos a ACh), inyectada de forma local y sistémica bloquea la
memoria de trabajo espacial en ratas por actuar sobre los receptores post-sinapticos m1
conduciendo a un bloqueo del funcionamiento del hipocampo en esta memoria (

).

Estudios independientes demostraron que los farmacos 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
( ) administraron arecolina y oxotremorina, agonistas a los receptores
muscarinicos, en esta regién del cerebro, observando un aumento en la memoria
espacial en raton y rata respectivamente ( ). Adicionalmente, la
administracién de escopolamina intra-ACC, después del entrenamiento se ha reportado
que bloquea la retencién de memoria a largo plazo en ratas en pruebas de laberinto
acuatico y de prevencion pasiva ( ), También ha sido reportado
que la memoria puede aumentar con un agonista al receptor nicotinico a ACh o
bloquearse con un antagonista a este receptor colocandolo en la ACC después del

entrenamiento en esta tarea ( )-

La funcion del sistema glutamatérgico y colinérgico en la memoria en la corteza
insular

Los receptores muscarinicos a ACh y los receptores tipo NMDA participan de manera
importante en aprendizajes de tipo espacial por bloquear la adquisicion en la tarea del

laberinto acuatico (

).



El carbacol (agonista a los receptores muscarinicos a ACh), colocado en el hipocampo,
puede potenciar las respuestas glutamatérgicas en algunas regiones corticales como la
ClI, por incrementar la fosforilacién de la tirosina sobre una subunidad del receptor tipo
NMDA ( ). Con estos experimentos se resalto el
importante papel de los receptores tipo NMDA, cuya actividad esta relacionada a los
receptores a ACh en la region de la Cl.

Recientes experimentos de nuestro laboratorio han mostrado la participacion de
los receptores muscarinicos a ACh y los receptores tipo NMDA en la CIl para la
adquisiciéon y consolidacion de estimulos gustativos familiares o novedosos (

). En este trabajo se observdé que el bloqueo de los receptores
muscarinicos, pero no el de los receptores tipo NMDA en la Cl, inmediatamente
después de exponer a los animales a un nuevo sabor bloquea la atenuacion de la
neofobia a este sabor, lo que sugirié que la activacion de los receptores muscarinicos
en la Cl esta involucrada en la consolidaciéon de un aprendizaje gustativo (

).

Con base en estos antecedentes se planted entonces la posibilidad de extender
el conocimiento de la participacion de los sistemas glutamatérgico y colinérgico en la
formacioén de la memoria espacial en la Cl, en la tarea del laberinto acuatico con un
sobrentrenamiento, a través de la accién de antagonistas a los receptores ionotropicos
glutamatérgicos y muscarinicos a ACh ( )
que han observado efectos en el aprendizaje en otras tareas de aversion gustativo

(

) y tareas de aprendizaje espacial



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El hipocampo es una estructura que ha sido ampliamente involucrada con memorias
espaciales. Recientemente se ha descrito la participacion de la Cl en esta memoria. Se
sabe que tanto los receptores ionotropicos a glutamato y muscarinicos a ACh, tienen
una funcion importante en la formacion de memorias gustativas, sin embargo, no se
conoce mucho de los mecanismos por los cuales esta corteza participa en la formacion
de la memoria espacial con un sobrentrenamiento, que permite un mejor

almacenamiento de la informacion espacial.

HIPOTESIS

Si la Cl es una estructura importante en la formacion de la memoria espacial a través
del sistema glutamatérgico y colinérgico, entonces la aplicacién de antagonistas a estos
receptores colocados antes o después de los entrenamientos en el aprendizaje
espacial, deberan afectar la formacién de esta memoria observando su efecto en las
curvas de aprendizaje cuando se microinyecta el farmaco antes o bien en los dias de

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

OBJETIVO

Investigar la participacién de la Cl en la formacién de la memoria espacial utilizando el
laberinto acuatico, explorando la actividad de los receptores ionotrépicos
glutamatérgicos y muscarinicos de ACh, haciendo una comparacién con la formacién

del aprendizaje gustativo.



MATERIAL Y METODOS

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 proporcioné agua y alimento ad libitum.

Procedimiento quirurgico para la implantacion de canulas en la corteza insular
Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (50 mg/Kg) y se colocaron
en un aparato estereotaxico donde fueron implantados bilateralmente con canulas de 9
mm en la region de la corteza insular (Cl) 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 posicion la canula se coloco a —3 mm dentro de esta
region, para facilitar la microinyeccion ( ). Las canulas fueron
soportadas por dos tornillos y se les colocé una proteccion removible para evitar que
éstas se taparan o se obstruyeran después de la operacién. Posteriormente se fijaron
con acrilico dental.

Después de la operacioén, los animales se mantuvieron en sus cajas para su
recuperacion durante siete dias y fueron manipulados aproximadamente por 5 min
cuatro dias 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 solucién utilizada como vehiculo denominado SHAM y 3) el

grupo experimental al cual se le microinyectoé el farmaco.

Procedimiento de microinyeccion

Este método consiste en remover las protecciones de las canulas y en su lugar colocar
un inyector (aguja dental) que llegd a las coordenadas de la regidon que abarca la Cl en
las ratas (descrita anteriormente). El inyector a través del cual se perfundié la solucién
utilizada en cada experimento, estuvo unido por medio de un tubo de polietileno a una
microjeringa Hamilton de 10 pl que a su vez fue montada sobre una bomba de

microinyeccion (Cole-Parmer).



Los farmacos empleados en los animales que fueron implantados para microinyeccion,
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
concentracion de 5 mg/ml; AP5 (acido D,L-2-amino-5-fosfopentanoico), el inhibidor de
los receptores tipo NMDA, usado en concentracién de 10 mg/ml. Se utilizé ademas
escopolamina (SCOP), un antagonista para los receptores muscarinicos a ACh, en la
concentracion de 60 mg/ml, aplicada en los experimentos de la misma forma que los
otros antagonistas.

Todos las sustancias fueron disueltas en solucién ringer normal para mamifero
(NaCl 118 mM, KCI 4.7 mM, KH2P0O4 1.2 mM, MgS0O4 1.2 mM, CaCl2 2.5 mM,
NaHCO3 19 mM y Glucosa 3.3 mM) como vehiculo. El inyector se mantuvo en el sitio
de microinyeccion durante un minuto después de la perfusion del farmaco para permitir

una 6ptima difusion de éste en el area de la Cl.

Procedimientos conductuales

Laberinto acuatico de Morris

En esta tarea de aprendizaje los animales fueron sometidos a una sesién de
entrenamiento diaria de 10 ensayos durante cuatro dias consecutivos para encontrar y
recordar la ubicacién de una plataforma (10 x 10 cm), situada aproximadamente 2 cm
bajo del agua, en un tanque circular de 1.5 m de diametro 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 llevd de forma manual.
Una vez que los animales aprendieron la ubicacion 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 comparé la latencia (el tiempo en que tardan en



llegar a la plataforma), entre los animales que fueron inyectados con el vehiculo y los
que se les aplico el farmaco, graficando los datos posteriormente en una curva de
aprendizaje (Ver figura 6).

Para la realizacion de estos experimentos, las ratas fueron implantadas en la
region de la Cl bajo los procedimientos de cirugia estereotaxica descritos anteriormente
y fueron microinyectados con los farmacos 20 min antes de cada dia de entrenamiento
0 en su caso, inmediatamente después de que se hizo la adquisicién de la tarea. Se
hicieron cuatro dias consecutivos de entrenamiento en todos los experimentos con esta
tarea de aprendizaje.

Los resultados que se obtuvieron en cada dia de entrenamiento fueron
analizados por el programa Stadistics utilizando una prueba estadistica de analisis de
varianza (ANOVA) de vias multiples. El analisis post hoc por la prueba de Newman-
Keuls, fue usado para la comparacion 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 dias de prueba de aprendizaje se realizaron después de 7 y 30 dias del
ultimo ensayo, para esto se retiro la plataforma y los animales se colocaron en el tanque
durante 120 s. Posteriormente se midié la latencia para llegar al area donde estaba
colocada la plataforma y el numero de veces que cruzaron por esta area. Los resultados
obtenidos de los dias de prueba fueron comparados con el analisis estadistico de t-

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

N

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 estimulo novedoso o estimulo
condicionado (EC), como una solucion de sacarina, el cual después de un cierto tiempo
se va a relacionar con otro estimulo que es llamado no condicionado (IC), en este caso,
son utilizados estimulos de diversa indole, sin embargo, en nuestro trabajo se empled
cloruro de Li (LiCl). Este estimulo le provocara una reaccion de rechazo al sujeto como
cierto malestar gastrico.

La asociacién por parte del sujeto de ambos estimulos (EC-IC), se hace evidente
cuando se le presenta nuevamente el EC, lo que determina entonces un aprendizaje

aversivo a un sabor (Garcia et al., 1985). Figura 7.
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Figura 7. Esquema donde se observa, el momento de adquisicién y la prueba en el
método del CAS

En este trabajo se utilizé esta tarea de aprendizaje durante la cual a los animales se les
privé de agua por 24 hrs y posteriormente, se les dio un consumo restringido de agua
por 15 min durante 3 dias consecutivos por la mafana con un bebedero (probeta
plastica), con la finalidad de que, a través de este consumo, que fue registrado
diariamente, se obtuviera una linea basal. El cuarto dia se realizé la adquisicién del
CAS donde se sustituyo el agua por una solucion de sacarina al 0.1%. Después de 15
min se les inyectd de forma intraperitoneal (i. p.) cloruro de litio en concentracién de 0.4
M (7.5 miI/Kg).

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

microinyectd bilateralmente el farmaco y el ringer respectivamente, en la Cl. La



microinyeccion se hizo a una velocidad de 1 pl/min y el volumen del farmaco inyectado
fue de 1 pl/min. Posterior a la adquisicién del CAS se hizo la prueba (PBA), 72 hrs
después, donde nuevamente se dio un consumo de sacarina a la misma concentracion
durante el tiempo establecido y este consumo se registrd para su analisis.

Los resultados fueron analizados por el programa de Statview. Los grupos se
compararon con el analisis estadistico de analisis de varianza (ANOVA) de una via y
una prueba post hoc de Fisher. Se graficaron como un porcentaje de cambio del
consumo de sacarina obtenido el dia de la PBA con respecto al consumo de sacarina

obtenido durante la adquisicion.

Histologia
Los animales fueron matados con una sobredosis de pentobarbital sédico y se
perfundieron con una solucion salina (NaCl 0.15 M) a través de la aorta ascendente,
enseguida se perfundié paraformaldehido al 4 % disuelto en buffer de fosfatos 0.1 M.
Posteriormente los cerebros fueron extraidos y se mantuvieron en
paraformaldehido durante 24 hrs a 4 grados centigrados, 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 dias. Al término de este tiempo se obtuvieron cortes
coronales de los cerebros con un grosor de 40 um con la ayuda de un criostato (-16 °C).
Los cortes fueron tefidos a través de la técnica de Nissl para mostrar la correcta

posicion de las canulas.



RESULTADOS

Cortes histologicos de corteza insular

La figura 8 muestra un corte histologico representativo de la colocacion de las canulas
en los experimentos. El trayecto de la canula mostré que las microinyecciones se
localizaron en la region agranular de la Cl. Todos aquellos animales que mostraron las
canulas fuera del area de Cl se excluyeron del analisis estadistico. Un total de 26

animales se eliminaron de todos los experimentos.

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 posicién de las canulas llegando
a la region de la Cl ademas del
inyector.

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

Aunque la participacion de los receptores tipo NMDA ha sido mostrada en el CAS
( ) se utilizo el antagonista AP5S del receptor NMDA en esta tarea
de aprendizaje, con el objeto de comprobar que la microinyeccion del farmaco era
correcta y que su efecto era reproducible en nuestros experimentos. En este caso el
farmaco fue microinyectado bilateralmente en la region de la Cl, 15 min antes de la
adquisicién del CAS en concentracion de 10 mg/ml a una velocidad de 1 pl/min.

En la grafica de barras de la figura 9, se muestra el bloqueo producido por el
farmaco en el CAS después de 72 hrs durante la prueba con sacarina en concentracion
0.1%. Se utilizé para este caso la prueba estadistica de ANOVA de una sola via, que
demostrd un efecto significativo del farmaco (F2, 24 = 13.44, P = 0.001). La prueba post
hoc de Fisher mostro diferencias significativas entre los grupos AP5 y SHAM (P =
0.001) y entre los grupos AP5 y Ctrol (P = 0.001).
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Figura 9. Efecto de AP5 sobre la adquisicion del CAS. Los datos se muestran
normalizados como un promedio del consumo de sacarina el dia de prueba con
respecto al dia de adquisicién. La primera barra corresponde al grupo Ctrol (n = 7), la
segunda al grupo SHAM (n = 13) y la ultima el grupo AP5 (n = 7). Las barras se
observan con la media = ES **P < 0.01

Efecto del antagonista AP5 en la adquisicion de la tarea del laberinto acuatico

En este experimento se probd el antagonista APS al receptor tipo NMDA, con el fin de
conocer la participacion de estos receptores en la tarea del laberinto acuatico en la
region de la Cl. La concentracion usada fue de 10 mg/ml con microinyeccion bilateral en
esta region cortical, a una velocidad de 1 pl/min. Los animales fueron entrenados
durante cuatro dias consecutivos con diez ensayos por dia y la microinyeccién se
realizé 20 min antes de iniciar los entrenamientos de cada dia.

Se realizaron dos pruebas de memoria después de 7 y 30 dias de concluido el
ultimo entrenamiento. La prueba estadistica de ANOVA de vias multiples fue utilizada
para comparar los resultados durante los dias de entrenamiento y no mostré diferencias
significativas al compararse el grupo AP5 con el grupo SHAM (P > 0.05). El analisis post
hoc de la prueba de Newman-Keuls, no observo efectos significativos entre el grupo
AP5 y SHAM, durante la fase de adquisicion (Figura 10).

En lo que respecta a los dos dias de prueba no se observaron diferencias
significativas ni en el numero de cruces, ni en las latencias cuando se analizaron los
resultados bajo la prueba estadistica de t-student P > 0.05 (Figura 11).

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

participando en la adquisicion de la memoria espacial en la corteza insular
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Figura 10. Curvas de aprendizaje en el laberinto acuatico con la aplicacién de
APS5. Cada grafica corresponde a las latencias de cada dia de entrenamiento (4 dias
con 10 ensayos por dia) en el laberinto acuatico. La prueba estadistica no mostro
diferencias significativas entre las latencias del grupo AP5 (n = 6) y SHAM (n = 12),
en los cuatro dias de entrenamiento. Los datos fueron aarupados por ensavo + ES.
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Figura 11. Graficas de latencia y cruces en los dias de PBA.. En A se muestran
las dos primeras barras que corresponden a las latencias (segundos) del primer dia
de prueba (7 dias), que no tuvieron diferencias entre los grupos. Los resultados de
la prueba de latencia después de 30 dias tampoco observan diferencias entre los
grupos AP5 y SHAM. En B, se muestra el nimero de cruces que corresponde a
cada dia de prueba (7 y 30 dias). Los resultados comprenden a los animales del
grupo AP5 (n = 6) y SHAM (n = 12) agrupados + ES.



Papel de un antagonista al receptor AMPA/kainato en el laberinto acuatico

En este experimento, se utiliz6 NBQX, un antagonista del receptor AMPA/kainato con el
objeto de observar si estos receptores se encontraban participando en la formacion de
la memoria espacial. Con base en el protocolo experimental planteado del experimento
anterior en el laberinto acuatico; NBQX fue microinyectado bilateralmente en la Cl en
concentracion de 5 mg/ml. Posteriormente se hicieron dos pruebas de aprendizaje una
después de 7 dias y otra después de 30 dias del ultimo ensayo.

Al compararse los grupos SHAM y NBQX en las curvas de aprendizaje, no se
observaron cambios significativos entre los grupos, después del analisis 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 dias con el analisis
de t-student P > 0.05 (Figura 13).

Los resultados obtenidos de las curvas de aprendizaje y de los dias de prueba,
mostraron que no hubo efecto del antagonista sobre la adquisicidén de la tarea espacial

en la corteza insular.
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Figura 12. Curvas de aprendizaje obtenidas después de la aplicacion de NBQX.
En estas curvas de aprendizaje se observan las latencias (segundos) de diez
ensayos durante cuatro dias de entrenamiento. Cada grafica corresponde a un dia 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.
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Figura 13. Graficas de latencias y cruces en los dias de prueba con la
aplicacion 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 microinyeccion de NBQX ni en la grafica que corresponde a las latencias (A) de
los 7 y 30 dias, ni en la grafica de cruces (B) en los dos dias de prueba. Los datos
fueron agrupados + ES.




Efecto del antagonista escopolamina en la adquisicién del CAS

Aunque se ha demostrado la participacion de los receptores muscarinicos a ACh en la
formacién del CAS ( ), se probd escopolamina
en concentracion 60 mg/ml microinyectado bilateralmente en CI a una velocidad de 1
pli/min, bajo el protocolo experimental del CAS, con el fin de observar la actividad del
farmaco que se utilizaria 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 via que mostré el efecto del bloqueo del CAS producido por la
inyeccion de escopolamina (F225 = 7.15, P = 0.001). El analisis post hoc de Fisher
mostré diferencias significativas entre los grupos SHAM y escopolamina (P = 0.001) y

entre los grupos control intacto y escopolamina (P = 0.001).
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Figura 14. Grafica del efecto de escopolamina en el CAS. En esta grafica se
observa el porcentaje de consumo durante la adquisicién del CAS, la aplicacion 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.



Efecto de escopolamina sobre la adquisicion de la tarea del laberinto acuatico

En relacién a los experimentos donde se observo la participacion de los receptores
muscarinicos en la regién de la Cl en aprendizajes del tipo no declarativos, se planted
entonces la posibilidad de que también se encontraran participando estos receptores en
aprendizajes espaciales como en el caso del laberinto acuatico en la ClI, por lo que en
este experimento se utilizé escopolamina en concentracién de 60 mg/ml, por
microinyeccion bilateral en la Cl, a una velocidad de 1 pl/min.

Los animales fueron entrenados durante cuatro dias consecutivos, la
microinyeccion bilateral en Cl del farmaco, se hizo 20 min antes de cada dia de
entrenamiento. Se hicieron dos pruebas de aprendizaje después de 7 y 30 dias de
concluido el ultimo ensayo, como en los experimentos anteriores.

Los grupos escopolamina y SHAM fueron comparados bajo el andlisis estadistico
de una ANOVA de vias multiples y la prueba post hoc de Newman-Keuls, que mostré
diferencias significativas por la aplicacion de escopolamina durante los cuatro dias de
entrenamiento con respecto al grupo SHAM (P = 0.001). Estos resultados se muestran
como dos grupos; 1) grupo escopolamina con microinyeccion comparado con SHAM
con microinyeccion y 2) grupo escopolamina sin microinyeccion con el grupo SHAM sin
microinyeccion, para explicar posteriormente los resultados que se obtuvieron en los
dias de prueba (Figuras 15y 17). Sin embargo, estos grupos no se dividieron durante
los entrenamientos en la adquisicion de la tarea y se compararon como grupo
escopolamina y SHAM unicamente.

Como se observo en estas curvas de aprendizaje, los animales a los cuales se
les microinyecté escopolamina no aprenden la tarea del laberinto acuatico y el grupo
SHAM tiene un aprendizaje de la tarea normal. Lo que demostré que los receptores
muscarinicos a ACh se encuentran participando en la formacion de la memoria
espacial, en la CI.

En este experimento se quiso mostrar ademas que el efecto de bloqueo en la
adquisiciéon de la tarea provocado por la microinyeccién de escopolamina, no se debid a
una dependencia al farmaco durante el aprendizaje (dependencia de estado), por lo que
se dividieron los grupos SHAM y el grupo escopolamina como ya se describio

anteriormente. Los animales de cada grupo fueron escogidos al azar y a la mitad de



cada grupo se le hizo microinyeccién de escopolamina y ringer antes de realizarse las
pruebas de los dias 7 y 30. El resto de los animales de cada grupo, realizaron la prueba
sin la microinyeccion.

En este caso, los resultados que se obtuvieron de la prueba después de 7 dias
(Figura 18), fueron analizados con una t-student que mostro que los grupos de
escopolamina y SHAM con microinyeccion antes de la prueba en latencias, son
significativamente diferentes tio = 2.4 (P = 0.05). En el numero de cruces los grupos
escopolamina y SHAM con microinyeccion este dia, también muestran diferencias
significativas tip = -2.1 (P = 0.05).

Los resultados obtenidos de la prueba de latencias después de 7 dias, en el
grupo sin microinyeccion de escopolamina y el grupo SHAM sin microinyeccién antes
de la prueba, mostraron una diferencia estadistica significativa t = 2.4 (P = 0.05). El
grupo SHAM sin microinyeccion el primer dia de prueba tiene también un menor
numero de cruces con respecto al grupo escopolamina tg = -3.09 (P = 0.05). Ver figura
16.

En la prueba realizada a los 30 dias no se mostraron cambios significativos entre
los grupos, ni en periodo de la prueba de latencia, ni en la grafica del numero de cruces,
en ambos grupos, con y sin microinyeccion, cuando se analizaron los datos bajo una t-
student P > 0.05 (Figura 16 y 18). Con estos resultados se observdé que no hubo
dependencia de estado cuando se tuvo la misma condicion farmacolégica de bloqueo a

los receptores muscarinicos a ACh.
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Figura 15. Efecto de escopolamina en la adquisicion de la tarea del laberinto acuatico. El
grupo de escopolamina (n = 5) muestra un efecto de bloqueo a los receptores muscarinicos a
ACh, cuando se microinyecté antes de la adquisicion de la tarea espacial, con respecto al
grupo SHAM (n = 6), en la Cl. Este grupo Unicamente fue separado graficamente del anterior,
aun cuando se traté del mismo experimento para hacer evidente que no fue microinyectado el
dia de la prueba. El analisis estadistico mostré diferencias significativas entre los grupos en
cada dia de entrenamiento (**P < 0.01) Los datos fueron agrupados como promedio + ES.

A B
1 * 127 Escopsiny
] Il Ringersiny
G0 104
B -
w B0+ b
o ()
c =
1 5
X 404 E *
204
|:| .

Latencia ¥ Latencia 30 Cruces ¥ Cruces 30

Figura 16. Graficas de latencias y cruces en los dias de prueba de los grupos sin
microinyeccion. A) Grafica de latencias obtenidas los dias de prueba después de 7 y 30 dias
del ultimo ensayo, donde se muestra un efecto de bloqueo en la formacién de la memoria
espacial en Cl, en el primer dia de prueba (*P < 0.05). B) Muestra los cruces en estos dias de
prueba, donde se alcanzé una diferencia estadistica significativa entre los grupos a través de t-
student en el dia 7 de prueba (*P < 0.05). El dia 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 micoinyeccion. Los datos se encuentran agrupados + ES.
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Figura 17. Curvas de aprendizaje del efecto de escopolamina en los dias de adquisicion.
En estas curvas de aprendizaje se observa una falta de adquisicion de la tarea espacial por
parte del grupo de escopolamina en comparacion con el grupo SHAM durante los cuatro dias
que duro 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 vias multiples, con un
analisis post hoc de Newman-Keuls significativo considerado de **P < 0.01.
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Figura 18. Graficas de barras de los dias de prueba de los grupos con microinyeccién de
escopolamina. La prueba de latencia y cruces después de 7 dias del ultimo ensayo, muestra
el efecto de bloqueo provocado por la microinyeccién de escopolamina. En A el grupo
escopolamina mostré una mayor latencia en comparacion al grupo SHAM (*P < 0.05). El
segundo dia de prueba (30 dias), no muestra diferencias significativas entre los grupos. Con
respecto al niumero de cruces B), se observan diferencias significativas ente el grupo SHAM y
escopolamina (*P < 0.05). Los grupos tuvieron microinyeccion en ambos dias. En este
experimento se tuvieron en ambos grupos n = 6 y los resultados se agruparon como promedio
+ ES.



Participacion de los receptores colinérgicos en la consolidacion de la memoria
espacial

En relacién a los resultados del experimento anterior en donde se observé la
participacion de los receptores a ACh en la adquisicion de la memoria espacial por la
microinyeccion de escopolamina. En este experimento se microinyecto este antagonista
después de cada dia de entrenamiento, con la finalidad de observar si estos receptores
se encontraban participando en el proceso de consolidacion de esta memoria, por lo
que se entrend a los animales por cuatro dias consecutivos, al término de cada dia de
entrenamiento, se microinyectod bilateralmente en Cl, el farmaco en concentracion de 60
mg/ml en la Cl a una velocidad de 1 pl/min.

Los resultados que se obtuvieron de este experimento fueron comparados a
través de la ANOVA de vias multiples en las curvas de aprendizaje con el analisis 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 dias no se observaron cambios significativos
al compararse los grupos con la prueba estadistica de t—student P > 0.05, ni en
latencias (Ver figura 20), ni en el numero de cruces (Ver figura 21). A través de estos
resultados se demostré que los receptores muscarinicos a ACh no se encuentran

participando en la consolidacién de la memoria espacial en la Cl.
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Figura 19. Curvas de aprendizaje de cuatro dias de entrenamiento con

microinyeccion de escopolamina después de cada dia. 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
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Figura 20. Grafica de latencias en la prueba. En
esta grafica muestra que no existen diferencias
10 significativas entre los grupos cuando se realiz6 la
i prueba después de 7 dias de terminado el ultimo
entrenamiento. Los datos fueron considerados como
. promedio + ES.
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Figura 21. Grafica del numero de cruces en la
prueba. Se muestran el resultado en el numero de
cruces el dia de la prueba. En este caso no se
observan diferencias entre los grupos SHAM vy
escopolamina. Los datos fueron agrupados como
promedio * ES.



DISCUSION

El laberinto acuatico es una tarea conductual dependiente de hipocampo, que nos
permite estudiar el aprendizaje espacial ( ). En este trabajo se utilizé
esta tarea para observar cambios en la formacién de la memoria espacial a través de
manipulaciones farmacoldgicas realizadas antes o después de cada dia de
entrenamiento, en corteza insular (Cl), una region cortical cuya actividad se encuentra
relacionada preferentemente a la memoria gustativa.

Los resultados obtenidos de los experimentos en los que se utilizd un
antagonista para los receptores tipo NMDA (AP5) y un antagonista para los receptores
tipo no-NMDA (NBQX), microinyectados antes de cada dia de entrenamiento en el
laberinto acuatico, no tuvieron efecto en la formacion 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 graficas obtenidas en la prueba de 7 y 30 dias (Ver
figuras 11 y 13). Estos resultados sugieren que en Cl, los receptores ionotropicos de
glutamato no participan en la formacion de la memoria espacial

Por otra parte, se observé un efecto de bloqueo sobre la memoria espacial
cuando se microinyecté un antagonista a los receptores muscarinicos a ACh
(escopolamina), antes de cada dia de entrenamiento, en las curvas de aprendizaje
(Figuras 15y 17) y en los dias de prueba (Figuras 16 y 18).

Dado estos resultados se descartd la posibilidad de que existiera una
dependencia de estado por la microinyeccién de escopolamina, es decir; se quiso
mostrar que no habia diferencias en los dias de prueba si se encontraban los animales
bajo la misma condiciéon farmacoldgica, por lo que se microinyectd el antagonista
durante los dias de prueba antes de que se realizaran. En los resultados mostrados se
observd efecto sobre la evocacion de la tarea del laberinto acuatico entre los grupos
comparados de microinyeccion y sin microinyeccion. Este efecto mostré en los
resultados que no hubo diferencias entre los grupos cuando se encontraron bajo la
misma condicion farmacoldgica y no fueron consecuencia de una dependencia de
estado por la microinyeccion de escopolamina (Figuras 16 y 18).

Estos resultados sugieren que los receptores metabotropicos de ACh son

necesarios para la formacion de la memoria espacial en el laberinto acuatico. Sin



embargo, cuando se prob6 escopolamina después de cada dia de entrenamiento para
observar si tenia efecto sobre la consolidacién de la memoria espacial, se demostrd que
no hubo cambios en la formacidn de ésta, por no mostrarse un efecto en los grupos ni

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

Los receptores glutamatérgicos en el aprendizaje espacial en la Cl

La actividad de la Cl se ha reportado preferentemente asociada con el aprendizaje
gustativo ( )- Sin embargo, Gutiérrez y
colaboradores ( ), describieron la participacion de los receptores tipo NMDA, en la
tarea del laberinto acuatico. Ellos mostraron a través de este experimento que la
aplicacién de AP5 microinyectado antes del entrenamiento en el laberinto, afectd la fase
de adquisicion de la memoria espacial en la Cl.

Sin embargo, los resultados que se presentaron en este trabajo, mostraron que
cuando se microinyectd el antagonista APS a los receptores tipo NMDA en el laberinto
acuatico en la Cl, colocada antes del sobrentrenamiento (4 dias de entrenamiento
consecutivos), no produjo un bloqueo en la fase de adquisicion (Ver figura 10), ni en la
evocacion de la memoria espacial, en los resultados obtenidos durante la prueba a los 7
y 30 dias (Ver figura 11). Lo que demostréo que los receptores tipo NMDA no se
encuentran participando en la formacién de la memoria espacial en estos experimentos,
a diferencia de lo reportado por Gutiérrez y colaboradores ( ), qQuiénes obtuvieron
efecto de AP5 con un solo dia de entrenamiento.

Este resultado no esperado, sugirié la posibilidad de que existiera un problema
en la actividad farmacoldgica del APS sobre los receptores tipo NMDA o que hubieran
errores experimentales, por lo que se probd este antagonista en la tarea de
condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) en la Cl, con la finalidad de asegurar
que el AP5 mostrara el efecto de bloqueo a los receptores tipo NMDA como ya se habia
reportado previamente ( )-

Los resultados de este experimento demostraron que la concentracion utilizada
era correcta para tener un efecto de bloqueo a los receptores glutamatérgicos y que se

hizo la cirugia colocando las canulas en las posicidn correcta de la region a estudiar



(Cl), de forma que la microinyeccién de APS tuvo un efecto sobre la adquisicion de la
tarea del CAS (Ver figura 9).

Al descartarse alguna falla en la manipulacion experimental, una explicacion a la
diferencia entre los resultados obtenidos en este trabajo y lo reportado previamente
( ), s que el sobrentrenamiento provocara la activacion de
procesos no dependientes a los receptores tipo NMDA.

Con la exposicion a un sobreentrenamiento Ramirez-Amaya y colaboradores
( ), demostraron la activacion de mecanismos que no se observan con un
entrenamiento de un solo dia, particularmente en el aumento en la cantidad de sinapsis
en la region hipocampal de CA3. Sin embargo, no es posible determinar en este caso, si
el sobreentrenamiento en la ClI, tuviera una actividad semejante a la de hipocampo, ya
que ésta ultima estructura es altamente plastica. No hay reportes en la literatura que
propongan la generacion de nuevos contactos sinapticos en la Cl como consecuencia
de un sobrentrenamiento.

Una diferencia importante ademas del sobrentrenamiento en este trabajo con
respecto a lo reportado de Gutiérrez y colaboradores ( ), no fue unicamente que
ellos tuvieron un solo dia de entrenamiento, sino también fue el momento de
microinyeccion, ya que en su trabajo AP5 fue microinyectado bilateralmente en la Cl, a
partir del 5 ensayo, es decir tuvieron 4 ensayos de aprendizaje de la tarea, lo que
sugiere que posiblemente el antagonista bloqued el proceso de consolidacion de la
memoria y no la fase de adquisicion como ellos reportaron. En este trabajo se hizo la
microinyeccidén antes de que se iniciaran los entrenamientos de cada dia lo que
demostré que posiblemente no se encuentren participando los receptores tipo NMDA en
la adquisicion de la tarea espacial.

No se descarta la posibilidad de que los receptores AP5 tengan un importante
funcion en el proceso de consolidacion de la memoria y es necesario hacer
experimentos para demostrarlo.

En este sentido, Packard y Teather ( ), reportaron que la inyeccién de AP5 o
el antagonista MK801 en el hipocampo, inmediatamente después de entrenamiento en
el laberinto acuatico bloquea la consolidacién de la tarea después de una prueba a las

24 hrs. Ellos sugieren que los receptores tipo NMDA tiene una ventana de tiempo de



menos de 2 hrs para que se consolide la memoria, sin embargo su entrenamiento fue
de un dia con 8 ensayos unicamente, por lo que el efecto sobre la consolidacién varia
en la duracién del entrenamiento y el periodo en que se realizé la prueba de evocacion.

Actualmente se considera que el bloqueo de los receptores tipo NMDA tiene
algun efecto en la transmision sinaptica mediada por los receptores tipo no-NMDA o
AMPA/kainato ( )-

Por lo que se hicieron experimentos donde se microinyecté NBQX el antagonista
a los receptores AMPA/kainato bilateralmente en Cl, antes de los entrenamientos (4
dias consecutivos), con pruebas de memoria a los 7 y 30 dias .para observar si estos
receptores se encontraban participando en la formacidon de la memoria espacial.

Los resultados que se obtuvieron, no mostraron efecto en la adquisicion y
evocacion de la memoria espacial por la aplicacion del antagonista NBQX en la CI (Ver
figura 12).

Anteriormente, NBQX fue utilizado en la tarea del CAS en CI (

), mostrando un bloqueo en la adquisicion del aprendizaje, lo que demostré que los
receptores AMPA/kainato participaban en la adquisicion del aprendizaje aversivo.

Sin embargo, Parada y su grupo ( ), mostraron que NBQX no tiene efecto en
el laberinto Y, y no bloquea el aprendizaje en la tarea de prevencion pasiva, que
coincide con los resultados obtenidos de este experimento.

Existen algunos reportes de bloqueos en la adquisicidon y evocacion de memorias
espaciales por la accién de otros antagonistas a estos receptores, en otras regiones
corticales ( ), 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 areas cerebrales como la
corteza entorinal y la region posterior de la corteza parietal, con la ayuda de otras vias
de neurotransmision como neuronas dopaminérgicas, serotoninérgicas y
noradrenérgicas.

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

consolidacion de la memoria minutos después de que la actividad hipocampal



comienza, a través de los procesos de los receptores tipo-NMDA, y su intervencién es
necesaria para completar la consolidacion de la memoria ( )-

Esto sugirié la posibilidad de que alguna de estas vias de neurotransmision
activadas por el sobrentrenamiento a través de otras estructuras fueran responsables
de la adquisicion y posteriormente la evocacion de la memoria espacial en la Cl, como
se mostro en los dias 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 formacién del aprendizaje en una
tarea espacial en Cl y si son importantes en otras tareas de aprendizaje como el CAS,

donde se ha demostrado que esta estructura es muy importante (

)

Participacion de los receptores muscarinicos a ACh en la memoria espacial en la
Cl

En este trabajo se probé la participacion de los receptores muscarinicos a ACh a través
de la microinyeccidon de escopolamina, en la tarea del laberinto acuatico en la Cl, con el
fin de observar su participacién en la formacién de la memoria espacial. Para esto se
hizo microinyeccion bilateral en esta regidén, antes del entrenamiento (4 dias
consecutivos), y se realizaron pruebas de evocacién de la memoria a los 7 y 30 dias
después de concluidos los ensayos.

El efecto de antagonistas muscarinicos a ACh en memoria espacial, ya se habia
reportado con la administracion del antagonista atropina, en el cerebro anterior basal,
mostrando que su inyeccién, disminuye las respuestas a nuevas pistas visuales y la
orientacion visual en el laberinto acuatico ( ). Se reportd también,
que en estructuras cerebrales de la corteza prefrontal, escopolamina bloquea la
adquisicion del aprendizaje espacial (

).

Particularmente no hay reportes que demuestren que la escopolamina tenga un

efecto en la formacién de la memoria espacial en la tarea del laberinto acuatico en CI.

Los resultados obtenidos en los experimentos de este trabajo, demostraron que la



actividad de estos receptores es necesaria en la adquisicion de la memoria espacial en
esta region cortical, donde el analisis estadistico mostré diferencias significativas en las
curvas de aprendizajes en los 4 dias de entrenamiento, entre el grupo al que se le
microinyecté 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 citd anteriormente (

).

Se hizo ademas un experimento para descartar la posibilidad de que se estuviera
induciendo un aprendizaje dependiente de estado por la microinyeccion de
escopolamina en los dias de prueba, para esto se dividié el grupo al cual se le
micoinyecto el farmaco, al igual que el grupo SHAM, en dos grupos denominados con
microinyeccion y sin microinyeccion (Ver figuras 16 y 18).

Los resultados observaron que los animales en ambos grupos, con
microinyeccion (que se encontraron en la misma condicion farmacoldgica que cuando
fueron entrenados), y el grupo sin microinyeccion, mostraron diferencias significativas
en la prueba de latencia y cruces en la prueba a los 7 dias con respecto al grupo
SHAM, sugiriendo que el efecto en la formacion de la memoria provocado por la
aplicaciéon de escopolamina no fue un efecto dependiente de estado, (Figuras 16 y 18).

La prueba del dia 30, no mostré diferencias significativas entre los grupos
comparados con y sin microinyeccion, una posible explicacion a este resultado, puede
ser que los animales fueron expuestos al laberinto durante la prueba del dia 7, es decir
que existiera extincion de la memoria.

Hay que mencionar que el sobrentrenamiento no afect6 la actividad de los
receptores colinérgicos por lo que escopolamina tuvo el efecto esperado, lo que
demuestra que la via de neurotransmision colinérgica tiene un importante papel en la
formacion de la memoria espacial en Cl.

Existe ademas evidencia del efecto de bloqueo producido por la micoinyeccion
de escopolamina en la Cl en el CAS ( ), Y el efecto de los
antagonistas escopolamina y pirenzepina bloqueando la adquisicidén del aprendizaje en
esta mismo condicionamiento aversivo, a través de los receptores muscarinicos

postsinapticos m1, m3 y m5 a ACh, en la CI ( ), donde los



receptores m1 fueron localizados también en estructuras como corteza, amigdala
medial y basolateral e hipocampo (

), Y la inyeccion ventricular de pirenzepina durante la adquisicion de la memoria de
trabajo en el laberinto radial bloqued la adquisicidn de la tarea ( )-

Estos trabajos sugieren que el sistema colinérgico a través de los receptores
muscarinicos, participan en la adquisicion de diferentes tareas de aprendizaje, por lo
que se probd la escopolamina en CAS en ClI, en donde se observo un bloqueo en la
adquisicién de esta tarea (Ver figura 14), tal como ya se habia reportado (

).

Estos resultados demostraron que los receptores muscarinicos a ACh en ClI,
tanto en el aprendizaje gustativo como en el aprendizaje espacial son importantes en la
adquisicion de la memoria.

En ninguno de estos casos se han descrito deficiencias en la actividad motora
por la aplicacion de los antagonistas a estos receptores, lo que permitio descartar la
posibilidad de que los efectos obtenidos sobre la adquisicién del aprendizaje de la tarea
del laberinto acuatico en este experimento, fueran ocasionadas por una deficiencia
motora debida a la microinyeccion bilateral en Cl de escopolamina. Los resultados de la
curva de aprendizaje del dia 1y 2 (Ver figura 17), mostraron que hay en los primeros
dos ensayos un aprendizaje del laberinto acuatico semejante entre los grupos, lo que
indica una actividad motora normal en los animales.

La comprobaciéon de los efectos en la actividad motora por escopolamina ya se
habia reportado en el experimento de Whishaw y colaboradores donde no hubo
alteraciones de tipo motor que pudieron evitar la falta de aprendizaje en las ratas (

).

Actualmente, algunos reportes en la literatura han descrito resultados
controversiales en relacion 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;
via un rompimiento en la adquisicion, el mantenimiento del trazo, por actuar sobre
mecanismos de evocacion o si las deficiencias que se observaron fueron resultado de

una inhibicion en los procesos de consolidacion en memorias espaciales

).



Es por esto que se planted la posibilidad de que los receptores muscarinicos a ACh se
encontraran participando en el proceso de consolidacién de la memoria espacial, por lo
que se hizo un experimento en el cual se microinyecté bilateralmente en CI,
escopolamina después de cada entrenamiento (4 dias consecutivos).

La introduccion de la administracion de farmacos pos-entrenamiento, provee un
meétodo de investigacion de los efectos de éstos sobre la consolidacién de la memoria
sin involucrar su efecto en la adquisicidn o evocacion ( )- En relacién a
los receptores colinérgicos se reportd por primera vez el trabajo de Stratton vy
Petrinovich ( ), que mostraron que la administracién pos-entrenamiento de
fisostigmina (un inhibidor de acetilcoliesterasa), incrementa la memoria en ratas. Otros
estudios observaron que la inyeccién de antagonistas colinérgicos pos-entrenamiento
afecta la formacion del aprendizaje (

También se ha reportado que la inyeccion del antagonista a los receptores
muscarinicos, atropina, bloquea no solo la consolidacion de la memoria sino también
afecta otros sistemas de neurotransmision en la amigdala (

).

Todos estos estudios sugieren la participacion del sistema colinérgico en la
consolidacion de diferentes tareas.

Con la microinyeccion de escopolamina después de cada dia de entrenamiento
en este trabajo, no se observaron diferencias significativas entre los grupos
comparados, como se mostré en las graficas de aprendizaje (Figura 19). Los resultados
que se obtuvieron en la evocacion de la tarea (prueba después de 7 dias), tampoco
mostraron cambios significativos entre los grupos comparados (Figuras 20 y 21), lo que
sugiere que los receptores muscarinicos a ACh no se encuentran participando en la
fase de consolidacion de la memoria espacial, en la region de ClI.

Anteriormente, Barros y su grupo ( ) compararon los efectos de la infusion de
oxotremorina en la amigdala 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 indicé que

los mecanismos de facilitacion en los receptores muscarinicos a ACh en la



consolidacion de la memoria son independientes de los que actuan durante la
adquisicién ( ), que coincide con el resultado
obtenido por la microinyeccion de escopolamina que afecta la formacion de la memoria
espacial en Cl antes de la adquisicion del aprendizaje espacial y no cuando se
microinyecto después de los entrenamientos donde no mostré efecto. A través de estos
experimentos se demostré que los receptores muscarinicos a ACh son importantes en
la adquisicion y no en la consolidacion de la memoria espacial en Cl.

Ya se ha reportado que inicialmente la informacion perceptual y la informacién
conductual, son procesadas en diversas areas neocorticales. Sin embargo, la capacidad
de estos componentes esta limitada por el tiempo, en tanto que la region
parahipocampal, la cual recibe entradas convergentes desde areas de asociacion
neocortical envia proyecciones que retornan a estas mismas areas, empleadas para
mediar y extender la persistencia de las representaciones neocorticales. Las neuronas
hipocampales estan involucradas en mediar el restablecimiento de detalles en
representaciones neocorticales, mas que de almacenar los detalles en si mismos. Es
por esta razdon que se piensa que la memoria hipocampal puede tener un papel
temporal en la consolidacion de memorias corticales ( )-

Hay que sefialar que este trabajo se mostré de forma clara, la participacién de
los receptores muscarinicos a ACh, aunque no se determina si las sefiales actuan en
forma aferente o eferente entre el hipocampo (involucrado directamente con el
aprendizaje espacial) y la Cl, pero se sugiere como un avance en el entendimiento de
este sistema ya que es muy claro que esta corteza tiene una participacion importante en

la memoria espacial, como lo demuestran los resultados de este trabajo.



CONCLUSIONES

El sistema colinérgico en la Cl, a través de los receptores muscarinicos a ACh, participa
en la formacion de la memoria espacial, este efecto no se debe a la induccion de un

aprendizaje dependiente de estado.

Los receptores ionotropicos de glutamato, no son necesarios en la adqusicion, ni en la
evocacion de la tarea del laberinto acuatico en Cl, pero si son necesarios en la

formacién del aprendizaje gustativo.

Los receptores muscarinicos a ACh, no son necesarios en la consolidacion de la

memoria espacial, en la tarea del laberinto acuatico en la ClI.
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