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Resumen

Las plantas del género Erythrina son motivo de investigacion debido a la
presencia de una gran variedad de alcaloides en sus flores y semillas. En el
laboratorio, los alcaloides erisodina y erisovina fueron aislados de semillas de
E. americana y E. herbacea y resultaron ser los mas abundantes en esta ultima
especie. Estudios in vitro han revelado que la erisodina tiene una afinidad siete
veces mayor a receptores acetilcolinérgicos nicotinicos asf32 de tipo neuronal,
con respecto al antagonista competitivo dihidro-f3-erythroidina; esto convierte a
erisodina en una herramienta util para la caracterizacion funcional de este
subtipo de receptores en el cerebro. Debido a la presencia de estos receptores
en el hipocampo y dado el papel que esta estructura tiene en el aprendizaje y
memoria, este estudio se enfoco a determinar la participacion de los receptores
a432 del hipocampo dorsal del cerebro de rata en la consolidacion de una tarea
de evitacion inhibitoria. Grupos independientes de ratas macho Wistar (n=10)
se sometieron a cirugia estereotaxica para implantar canulas dirigidas al
hipocampo dorsal (AP = -4.1, L £ 25, H = 3.1). Ocho dias después de su
recuperacion las ratas se sometieron a un entrenamiento de evitacion
inhibitoria y justo cinco minutos después de recibida la experiencia se les
administré 1, 6 2 pg/uL de erisodina para interferir con la consolidacién de la
memoria. Grupos adicionales recibieron 1ug/pL de nicotina ¢ 2 pg/uL de
dihidro-B-erythroidina; al grupo control se le administr6 1uL/min de solucidn
salina al 0.9%. Veinticuatro horas después del entrenamiento se realiz6 la
sesion de prueba. El analisis estadistico con Kruskal Wallis indicdé que no hubo
diferencias sinificativas en las latencias de adquisicion, ni en las latencias de
escape; las diferencias solo se presentaron en las latencias de retencion. La
prueba post hoc U de Mann Whitney indicé que entre los grupos de nicotina y
salina no hubo diferencias durante la retencion, pero estos grupos fueron
diferentes respecto de los grupos de animales que recibieron erisodina y
dihidro-B-erythroidina. La ausencia de diferencias en la adquisicion y el escape
sugiere que los animales desplegaron actividad similar ante la primera
exposicion a la camara y presentaron la misma reactividad al choque eléctrico.
Los resultados de este estudio aportan evidencia sobre la participacion del
sistema colinérgico neuronal del hipocampo dorsal en la consolidacion de la
memoria. Por otro lado, a pesar de que la administracion post-entrenamiento
de nicotina no deteriord la retencion, no fue posible evidenciar, la ampliamente
documentada, mejora en la consolidacion, con la administracion de este
agonista colinérgico.
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INTRODUCCION

El hombre ha hecho uso de los productos de la naturaleza desde tiempos
inmemoriales, para alimentarse, sanar sus enfermedades, cicatrizar sus
heridas y elevar su estado de animo. Aunque el uso de las hierbas con fines
terapéuticos estaba asociada (y lo estuvo durante muchos siglos) a ritos
magicos Yy religiosos y su caracter curativo se atribuyé a las fuerzas divinas;
cabe resaltar que esta utilizacién estaba basada por encima de todo en un
buen conocimiento de la planta, adquirido empiricamente y transmitido de
padres a hijos a través de muchas generaciones. Hasta el siglo XVIIl se habian
determinado las propiedades curativas de las plantas, su efecto sobre el
organismo y su forma de uso; pero se desconocia el motivo por el cual la planta
actuaba de este modo, es decir, sus principios activos y su actividad fisiolégica.
El desarrollo cientifico y tecnologico permitié el reconocimiento y el aislamiento
de los principios activos de muchas plantas medicinales (Sagrera, 1982). Tal es
el caso del género Erythrina que en los afios cuarenta tuvo mayor atencidn
principalmente por la presencia de alcaloides que mostraban actividad
curariforme. Varios alcaloides extraidos de plantas del género Erythrina fueron
identificados con actividad curariforme incluyendo a la dihidro-f-erythroidina
(DHBE) la cual ademas de un efecto semejante al del curare, es un antagonista
competitivo de receptores nicotinicos acetilcolinérgicos neuronales (Williams y
Robinson, 1984). Sin embargo, estudios in vitro han revelado que la erisodina

(otro alcaloide obtenido del género Erythrina) tiene una afinidad siete veces

mayor a receptores acetilcolinérgicos nicotinicos de tipo neuronal subtipo 0432

que la dihidro-B-erythroidina (DHBE). Se ha sugerido que la activacién de los
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receptores nicotinicos 04f32, que son predominantes en el sistema nervioso

central, intervienen en los procesos de aprendizaje y memoria (Lopez, 2003).

Desde el punto de vista neurobioldgico, la memoria ha sido definida bajo dos
categorias funcionales: La memoria de corto plazo y la de largo plazo. La
conversion de la memoria de corto a la de largo plazo depende de un proceso
hipotético denominado consolidacion (Prado, et al., 2004). La funcion basica de
la formacion hipocampal parece ser la consolidacion de la memoria a largo
plazo a partir de la memoria inmediata y de corto plazo (Haines, 2003). El
protocolo clasico para estudiar la consolidacion es la prueba conductual de
evitacion inhibitoria; en esta tarea, una rata aprende a evitar un estimulo
aversivo, la tarea no es unica pero es preferida a muchos otros métodos de

entrenamiento en los estudios de consolidacion de la memoria (Gold, 1986).

Con las técnicas actuales vy, la continua identificacion y caracterizacion de
subtipos de receptores acetilcolinérgicos neuronales en el sistema nervioso
central se presenta una mayor posibilidad para descifrar los mecanismos que
subyacen en el cerebro en cuanto a los procesos de memoria y aprendizaje asi
como, retos en términos del desarrollo terapéutico de blancos a estos

receptores.

El hecho de que erisodina sea un potente antagonista competitivo a receptores
acetilcolinérgicos nicotinicos neuronales subtipo 04[3,, hace de ella una

herramienta importante para la caracterizacion funcional de estos receptores
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nicotinicos en el hipocampo lo permitira excluir la participacion de otros

subtipos de receptores nicotinicos en la consolidacion de la memoria.
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ANTECEDENTES

DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL GENERO Erythrina

El Género Erythrina (del griego Erythros que hace referencia al color rojo)
pertenece a la subfamilia Papilionidae de la familia de las Leguminosas
(Fabaceae) y consta de 113 especies de arboles, arbustos y hierbas, con
inflorescencias y semillas rojas o anaranjadas, distribuidas en regiones tropicales y
semitropicales del planeta (Musalem, 1992). De ellas, 31 especies corresponden a
Africa, 12 a Asia y Oceania y aproximadamente 70 se encuentran en el continente
americano, de estas ultimas se han identificado 27 para México (Neill, 1993),
aunque existe la probabilidad de que hayan mas especies sin identificar. Como se
muestra en la figura 1 este género en México se encuentra distribuido en varios
estados, entre los que destacan Puebla, Morelos, Guerrero, Chiapas, Tabasco,
Oaxaca, San Luis Potosi, Veracruz, Estado de México y el Distrito Federal

(Musalem, 1992).
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Figura 1. Distribucion del género Erythrina en México (Tomado de Muséalem, 1992) destacando de color morado los estados de
Puebla, Morelos, Guerrero, Chiapas, Tabasco, Oaxaca, San Luis Potosi, Veracruz, Estado de México y el Distrito Federal en donde se

reportan algunas especies del género Erythrina.



USOsS

En diversos lugares de nuestro pais este género tiene diferentes usos entre los

que destacan:

Agricola: Las cercas vivas son muy comunes en todos los paises de América
Central. Los arboles son utilizados para delimitar potreros, cafetales, zonas de
cultivo y en general propiedades rurales (figura 2); en el caso de Erythrina
berteroana y Erythrina costaricensis se ha sefalado que estas especies fijan
nitrogeno y sirven como forraje para ganado vacuno y caprino (figura 3)

(Budowski, 2004).

Figura 2. Cercas hechas con darboles vivos utilizadas generalmente para
delimitar terrenos (Imagen tomada de Virtual centre).
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Figura 3. Algunas especies de Erythrina (Erythrina fusca) son ufilizadas como
forraje  para ganado vacuno y caprino (Imagen tomada de FAO
Corporate.org).

Artesanal: Con el tallo se manufacturan mascaras para el carnaval, y para la
danza del tecuan en Olinala (estado de Guerrero), las semillas se emplean
para la elaboracion de artesanias como collares y pulseras (figura 4); la corteza

del arbol se utiliza como sustituto del corcho.

Figura 4. Algunas de las artesanias que se elaboran con semillas de Erythrina
son pulseras y collares ademds de que la corteza obtenida de los darboles se
emplean para la elaboracion de mascaras (Fotografias de Garin-Aguilar).
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Comestible: En San Luis Potosi las flores de E. coralloides y E. americana se
consumen fritas o hervidas y como relleno en la preparacion de tamales. En
Colombia de las semillas de E. edulis se obtiene harina la cual es empleada en

reposteria debido al alto contenido de proteina que contiene (figura 5).

Figura 5. Arriba, diferentes platillos preparados con harina obtenida de
semillas de E. edulis (Colombia) (Foto Soto-Herndndez). Abajo, tamales
preparados con inflorescencias de E. americana (Huejutla Hidalgo)
(Foto Garin-Aguilar).

Ornamental: En las figuras 6 y 7 se muestra la belleza de las flores del genero

Erithryna por lo que algunas de las especies son empleadas como adorno en
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varios lugares; las especies arboreas son comunes en jardines, banquetas y

avenidas.

Figura é. Flor de Erythrina crista-galli en donde se logra ver su belleza por
lo que algunas especies son usadas como ornamentales (Imdagenes
tomadas de Treknature.com y pardeetree.com).

L "JF'

Figura 7. Frecuentemente se pueden encontrar darboles de Erythrina
decorando calles y avenidas (Foto Garin-Aguilar).

Medicinal empirico: Algunos de los usos empiricos medicinales que se le han
dado al género de Erythrina se describen continuacion: en el estado de

Veracruz las hojas de E. Americana frecuentemente son empleadas para curar
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abscesos y Uulceras, ademas de ser tomadas cuando hay enfermedades
causadas por picaduras de mosquitos, en infusién se utilizan para aliviar las
molestias de la erisipela (enfermedad causada por estreptococo), y como
antipirético (baja la fiebre), hipnotico y sedante (SEMARNAP, 2004). En
Guerrero la planta es utilizada contra la malaria (Rivera, 1943); los mayas
huastecos del noreste de México utilizan la corteza hervida y es tomada como
anticonceptivo 40 dias después del parto (Hastings, 1990). En 1984, Alcorn
indicé que en la zona huasteca, al noreste de México, los indigenas beben una
infusién de las flores inmaduras de este vegetal para combatir el insomnio. Por
otra parte, Morton, en 1994, reporté el mismo efecto para la inflorescencia de
Erythrina berteroana. En Guatemala la decoccion de un brote joven de E.
berteroana es tomada como narcotico, la decoccion de flores es sedativa,
ademas de ser un remedio para los nervios y la disenteria. Las ramas

machacadas han sido usadas como veneno para peces (Morton 1981).

En Durango las semillas de E. flabelliformis es usada como remedio para el
dolor de muelas y en mercados de Chihuahua la semilla es vendida como
medicinal y quizas como anticonceptivo (Bye, 1986); los indios seris de Sonora
usan hojas en té para curar la diarrea (Felger and Moser, 1974). Por lo que
respecta a E. herbacea (Pemoche), en la regién huasteca de San Luis Potosi,
se asienta un grupo de mestizos y representantes de la etnia Tenek quienes
indican el uso de esta planta, y semillas como un agente tranquilizante (Garin

Aguilar, 2000).
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Algunos de los efectos que empiricamente se han descrito para el género
Erythrina pueden atribuirse a los alcaloides presentes en estas plantas ya que
analisis quimicos de las flores, hojas, corteza y semillas han mostrado Ila

presencia de estos metabolitos con una gran variedad de estructuras quimicas.

ALCALOIDES DE ERYTHRINA

Desde 1930 se demostro la presencia de alcaloides en diferentes especies de
Erythrina, se ha sefialado que las semillas son estructuras vegetales en donde
mas se acumula estos metabolitos (cerca de 1%), aunque también como se
indicd; estos se han logrado aislar de hojas, tallo, tronco, corteza, vainas,
raices vy flores (Garcia Mateos y Soto Hernandez, 1998). Y fue hasta los afios
cuarenta que el género Erythrina tuvo mayor atencion principalmente por la

presencia de alcaloides que mostraron actividad curariforme.

Poseen estructuras moleculares complejas, con uno o varios anillos
heterociclicos como un pirrol, piridina, pirrolidina, quinolina o isoquinolina, pero
ocasionalmente se encuentran del lado de una cadena alifatica. Los alcaloides
pueden presentarse como aminas derivadas tedricamente de amonio, la
mayoria como aminas terciarias, ocasionalmente como aminas secundarias v,

con menor frecuencia como compuestos cuaternarios (Maldoni, 1991).

Los alcaloides de Erythrina poseen un esqueleto base el cual se ha
denominado eritrinano, estructuralmente se trata de una espiroamina

tetraciclica.
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Figura 8. Esqueleto eritrinano
Considerando las caracteristicas del esqueleto, los alcaloides han sido

clasificados en tres grupos:

1) Diénicos, contienen un sistema dieno conjugado en los anillos Ay B.

Figura 9. Estructura de los alcaloides Diénicos.

a) b)
CH.0
HO ‘ -

Figura 10. Ejemplo de alcaloides diénicos. a) Estructura de erisodina, b)
Estructura de erisovina.

CH,O

2) Alquénicos, presentan una instauracion 1-6 en el anillo A.
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Figura 11. Estructura de los alcaloides Alquénicos.

a) b)

MeO

HO

MeO MeO

Figura 12. Ejemplo de alcaloides algquénicos. a) Dihidroerisoding,
b)Dihidroerisovina.

3) Lacténicos, poseen una lactona ciclica en lugar de un anillo aromatico D.

CH,0

Figura 13. Estructura de los alcaloides lactonicos.

a) b)
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CH,0 CH,0

Figura 14. Ejemplo de alcaloides lacténicos. a) Q-eritroidina, b) B-
eritroidina.

Algunos de los alcaloides que se han aislado son: erisovina, erisodina,
erisotrina, eritralina, glucoerisopina erisotiovina, o y [ eritroidina,
eritrocoraloidina, hipaforina, eritratina, eritramina, erisotiopina, coraloidina, etc.
De los alcaloides erisotiovina, a y [ eritroidina se ha comprobado
experimentalmente que tienen un efecto semejante al del curare (paralizante de
los musculos esqueléticos e inhibidor en la transmision de los impulsos
nerviosos). Ademas de también haber detectado la presencia de una saponina
no caracterizada que actua dilatando la pupila y provocando trastornos
visuales. En las hojas, el tallo, la raiz y los frutos se han detectado

concentraciones bajas de acido cianhidrico (Aguilar y Zolla, 1982).

Recientemente a partir del trabajo quimico y farmacoldgico realizado en el

laboratorio L-514 de la FESI, UNAM con especies del género Erythrina se

observo que la administracion de fracciones alcaloideas o del alcaloide [3-

erythroidina o su derivado dihidro-[-erythroidina, disminuyeron la conducta

agresiva de ratas (Garin-Aguilar et al., 2000; Garcia-Mateos et al., 2000). Por

otro lado, se ha sefalado que ademas de un efecto semejante al del curare la
19
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dihidro-[3-erythroidina (DHBE) es un antagonista competitivo de receptores

nicotinicos acetilcolinérgicos neuronales (Williams y Robinson, 1984) y estudios
in vitro realizados por Decker et al. (1995a) mediante la técnica de membrana
enriquecida mostraron que la erisodina tuvo siete veces mas afinidad para el

sitio de enlace nicotinico de alta afinidad que el alcaloide DHBE. Este sitio
parece corresponder al subtipo 043, del receptor acetilcolinérgico nicotinico

(Flores et al., 1992; Whiting et al., 1992).

ACETILCOLINA (ACh)

La acetilcolina es el principal neurotransmisor secretado por los axones
eferentes del sistema nervioso central. Ya que la acetilcolina se encuentra
también fuera del sistema nervioso central en localizaciones que son faciles de
estudiar, este neurotransmisor fue el primero en descubrirse, y ha recibido
mucha atencion de los neurocientificos. En la figura 15 se muestra una vision
esquematica sagital media del encéfalo de rata. En ella se indican los lugares
mas importantes de los cuerpos celulares colinérgicos y las regiones a las que
llegan las ramas de sus axones. Las vesiculas en la fase de liberacion no se
vacian totalmente, y un 15% de la sustancia permanece en la célula terminal
(ACh estacionaria). La ACh que llega a la célula receptora se acopla a
receptores especificos muscarinicos y nicotinicos. La activacién del receptor
muscarinico es rapida, mientras que la del nicotinico es mas lenta y sostenida

(Carlson, 2006).
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Nucleos laterodorsal

y pedunculopentino

del tegmentum Dorsal
(puente dorsolateral)
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Figura 15. Esquema de una seccion sagital media del encéfalo de rata,
mostrando la localizacidon de los principales grupos de neuronas
colinérgicas y la distribucidon de sus axones y botones terminales
(Modificado de Wolf, 1991).

La acetilcolina es sintetizada por la enzima colina-acetiltransferasa (CAT), que

antes se denominaba acetilasa de colina, segun la siguiente reaccion:

(o) Colina-acetiltransferasa O
I (CAT) I
CH;C + HOCH.CH:'N (CHs); ——— CH3C —OCH,CH,'N(CHs); + |CoA
I
CoA Colina ACh
Acetil-CoA

En presencia de la enzima CAT, el ion acetato de la molécula de acetil CoA es

transferido a la molécula de colina, produciendo una molécula de ACh y una de
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la CoA simple. Durante la estimulacion nerviosa, la ACh recién sintetizada
puede ser liberada en forma preferente. Sin tomar en cuenta su fuente, la acetil
CoA es sintetizada primariamente en las mitocondrias. La CAT al parecer se
encuentra en el citoplasma sinaptosomico. La enzima colina-acetiltransferasa
es activada por cloruros y es inhibida por reactivos sulfhidrilo y puede utilizar
varios derivados acilo tanto de la coenzima A como de la etanolamina como
sustrato. Hay tres mecanismos para regular la concentracion de ACh en las
células: una inhibicion retroactiva de ACh sobre la colina- acetiltransferasa, la
accion de masas y la disponibilidad de acetil CoA, colina o ambas. De estas
tres posibilidades el factor de regulacion mas importante es el transporte de
colina de alta afinidad. Ademas, la concentracion endogena de ACh también
interviene en la regulacion de la concentracion del transmisor en el cerebro
(Bowman & Rand, 1985; Carlson, 1994; Cooper, Bloom & Roth, 1996).
Teoricamente, la produccion de ACh guardaria relacion directa con la
concentracion de colina. La ACh se almacena posteriormente en las vesiculas
sinapticas, de modo que al llegar el impulso nervioso, varios cientos de
vesiculas descargan simultaneamente el neurotransmisor hacia la hendidura

sinaptica.

Existe una gran cantidad de datos que indican que la acetilcolina (ACh), esta
intimamente relacionada con procesos de adquisicion y consolidacién de
eventos aprendidos. La aplicacion sistémica de drogas que bloquean los
receptores colinérgicos cerebrales produce un espectacular cuadro amnésico,
mientras que drogas que incrementan la liberacion de acetilcolina revierten

dicho cuadro e inducen una mejoria en la capacidad de retencion. Estos datos
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indican que algunas estructuras cerebrales cuyas neuronas producen ACh o
reciben aferencias colinérgicas deben estar implicadas en procesos de
memoria; tal es el caso de la corteza cerebral, la amigdala, el nucleo caudado o

neoestriado e hipocampo (Prado, et al., 1998).

Henry Dale (1914) observo que los diversos ésteres de colina desencadenaban
reacciones semejantes a las de la nicotina o la muscarina, también observé
una semejanza en la reaccion entre la muscarina y la estimulacion nerviosa en
los organos inervados por las divisiones craneosacras del sistema nervioso
autonomo. Por tanto, Dale sugirié que la acetilcolina era un neurotransmisor en
el sistema nervioso autonomo, también afirmé que el compuesto tenia acciones
dobles, que denomind accion nicotinica y accion muscarinica. Aunque la
acetilcolina y algunos otros compuestos pueden estimular a los receptores
tanto muscarinicos como nicotinicos, hay un gran numero de otros agonista y
antagonistas que son selectivos para uno de los dos tipos principales de
receptor, lo cual pone de relieve sus diferentes propiedades (Hardman y
Limbird. 2003). Las diferencia entre estos dos tipos de receptores es que en el
caso de los receptores muscarinicos pertenecen a la clase de los denominados
receptores acoplados a proteinas G. Las reacciones de los agonistas,
muscarinicos son mas lentas, puede ser excitadoras o inhibidoras y no por
fuerza se relacionan con cambios en la permeabilidad con iones. En contraste
los receptores nicotinicos son canales i6nicos con compuerta de ligando y su
activacion produce siempre un incremento rapido (milisegundos) de Ia
permeabilidad celular al Na* y al Ca”, despolarizacion y excitacion (Hardman

yLimbird. 2003).
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RECEPTORES NICOTINICOS

Desde hace mucho tiempo, con base en las acciones definidas de ciertos
agonistas y antagonistas que interactuan con receptores nicotinicos del
musculo estriado y los ganglios, se hizo evidente que no todos los receptores
nicotinicos son idénticos. La heterogeneidad de este tipo de receptor resultd
aun mas clara a la luz de estudios de clonacién molecular. Por ejemplo, el

receptor nicotinico muscular contiene subunidades definidas en un complejo

pentamérico (a2dY o a3d¢) (figura 16).

subunidades o
\ acetilcolina

membrana |
celular

citoplasma

K+

Figura 16. Representa su estructura del receptor nicotinico de
Acetilcolina muscular en la membrana celular y flujo de iones a fravés
del canal idnico. (Imagen tomada javeriana.edu.com).

Los receptores del musculo embrionario o desnervado contienen una
subunidad Y, en tanto que hay una subunidad € que sustituye a la Yy en el

musculo inervado del adulto. Este cambio de expresion en los genes que
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codifican para las subunidades Yy y € da lugar a pequefas diferencias en la

selectividad del ligando, pero el cambio puede ser mas importante para el
establecimiento de las tasas de recambio de los receptores o de la localizacién

tisular (Hardman y Limbird. 2003).

Basicamente la estructura de los receptores nicotinicos del sistema nervioso
periférico y central, llamados receptores nicotinico neuronales, se caracteriza
por un anillo de cinco subunidades arregladas alrededor de un canal iénico

excitatorio (Figura 17). Las subunidades neuronales nAChRs estan clasificadas

como O (02 - O10) ¥ B (B2 - PBa4) (Lépez, 2003). Aunque no todas las

combinaciones de O y [3 son funcionales, el numero de permutaciones de a y [3

que producen receptores funcionales es suficiente para impedir una

clasificacion farmacologica de todos Ilos subtipo. Los pentameros
homoligoméricos de las subunidades 07, Ogy Og forman receptores funcionales

(Hardman y Limbird. 2003). Asi, las dos principales categorias neuronales que
han sido identificadas sobre la base de su funcion y farmacologia son: los

llamados receptores neuronales heteropentaméricos, producto de Ila
combinacién de subunidades a (02-0) y B (B2-B4); y los llamados pentameros
homdlogos (homopentameros), formados por cinco subunidades a idénticas
(construidos de un solo tipo de subunidad, a7, Og o Og) (Lopez, 2003). A la

fecha, se han identificado 17 subunidades proteinicas, codificadas por

diferentes genes.
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Sitio de unién
del ligando

Estracelular

M1

M4

Pazo de loz iones a

Citoplasma traves del poro

2 ngtno dom I ke
Tasmembranaks
(Lali ol e

sitio che unidn del

Mevuratransmisar

. Subunidad B
Subunidad o

Extracelular

Citoplasma

Cambio intracelular en ls concentracion de
jones

Figura 17. Representa la estructura del receptor nicofinico de
Acetilcolina neuronal en la membrana celular, mostrando el sitio por
donde hay un paso de iones, el sitio de unidn con el neurotransmisor,
ademds de mostrar los 4 dominios fransmembranales. (Imagen tomada
de wikipedia.org).

Cada subtipo de los receptores nicotinicos podria presentar una distribucién
regional, celular y subcelular distinta, lo cual podria contribuir a explicar la
participacion de los receptores nicotinicos en diferentes procesos fisioldgicos y
patolégicos. Se conoce que los receptores nicotinicos estan implicados en
varias funciones cognitivas, el control de la actividad motora, la percepcion

sensorial, la depresion, la ansiedad, la atencion, el aprendizaje, y la

consolidacion de la memoria. Se ha sugerido que la activacion de los
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receptores nicotinicos formados por Q4f2, que son predominantes en el

sistema nervioso central, intervienen en los procesos de aprendizaje y memoria

(Lépez, 2003). Alkondon, et al., 1999, demostraron la presencia de receptores
nicotinicos funcionales 07 y 0O4f32 sobre interneuronas hipocampales CA1,

siendo esta area un lugar en donde los receptores nicotinicos participan en la
regulacion de la memoria (Barros et al. 2004). Nott y Levin en el 2006

trabajaron en hipocampo dorsal utilizando nicotina (agonista de receptores

colinérgicos), metilcaconitina (antagonista de receptores 07) vy Dihidro-B-

eritroidina (antagonista de receptores 04[32), confirmando con la administracion

de estas substancias la importancia que tienen estos receptores nicotinicos en

el hipocampo dorsal en la tarea de laberinto radial.

APRENDIZAJE Y MEMORIA

Las definiciones de aprendizaje coinciden en que este proceso es un cambio
en la conducta, relativamente permanente, que resulta de la experiencia.
Mediante el aprendizaje se origina y mejora la ejecucion a través de la
experiencia. El cambio de la conducta no debe explicarse en términos de
respuestas innatas, factores de motivacion, adaptacion sensorial; también se
excluyen cambios de conducta que son el resultado de la maduracion, la
senectud o de variables fisiologicas o estados temporales como la fatiga,
intoxicacion, etc. (Bower & Hilgard, 1973; Kimble, 1969). El estudio del
aprendizaje es por consiguiente, fundamental para la comprension de los

trastornos del comportamiento, asi como la conducta normal (Kandel, 2001).
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Desde el punto de vista neurobioldgico, la memoria ha sido definida bajo dos
categorias funcionales: La memoria de corto plazo y la de largo plazo. La
primera es una memoria labil, de poca capacidad y duracion reducida, mientras
que la segunda es relativamente permanente, de gran capacidad y resistente a
la interferencia. Aunque no se conoce a ciencia cierta como se forman estas
memorias, se manejan varias hipoétesis al respecto; Una hipotesis relativamente
antigua, pero que se ha mantenido vigente, acerca del establecimiento de la
memoria de corto plazo asevera que este tipo de memoria depende de
actividad reverberante en circuitos neuronales, inducida con la experiencia de
aprendizaje. En esta memoria se guardan datos que son utiles durante
periodos temporales cortos. Por otro lado, la memoria de largo plazo implica la
produccion de cambios plasticos relativamente duraderos. La memoria de largo
plazo depende de que la informacion adquirida haya ocupado primero el

pequeino almacén de corto plazo.

La conversion de la memoria de corto a la de largo plazo depende de un
proceso hipotético denominado consolidacion. La experiencia, adquisicion de
informacion o aprendizaje, se almacena brevemente en una memoria de corto
plazo; si esta informacion es importante o si se repite con frecuencia, pasa a
residir en el almacén de memoria de largo plazo. Esto ultimo ocurre a través de

la consolidacion (Prado et al., 2004).

Observaciones clinicas similares representan el sustento de la hipotesis de la

consolidacion, que postula que la memoria se forma después de una
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experiencia inicial, que al principio es fragil, y que con el transcurso del tiempo
se estabiliza y se torna menos vulnerable a la interferencia (Prado et al., 2004).
Las observaciones clinicas dieron lugar a observaciones controladas que
confirieron a la consolidacion un estatus de fendmeno susceptible al analisis

experimental (De la Fuente, 1998).

EL CONCEPTO DE CONSOLIDACION DE LA MEMORIA

Estrechamente relacionado a la nocion de que pueda haber dos o mas
procesos diferentes de memorizacion se encuentra el concepto de Ia
consolidacion de la memoria, el cual, propone que una memoria se establece
con mas firmeza con el paso del tiempo, luego de la experiencia del

aprendizaje (Kimble, 1982).

Muller y Pilzecker (1900) indicaron que si un sujeto memoriza una lista de
palabras e inmediatamente después intenta aprender una segunda lista, la
memoria de la primera lista tiende a desaparecer; el sujeto recordara mejor la
primera lista si deja transcurrir uno o dos dias antes de estudiar la segunda.
Esta observacion sencilla, contiene dos implicaciones de enorme importancia
para cualquier teoria de la memoria: por una parte, la interferencia, en este
caso de naturaleza retrograda, constituye un mecanismo fundamental del
olvido; lo que aprendemos en cierto momento interfiere con la informacién que
hemos recibido anteriormente; por otra parte, existe un periodo durante el cual
la memoria es facilmente alterable y sensible a la interferencia, tiempo en que

el registro parece ser labil; la estabilizacion de una huella de memoria exige
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determinado lapso, y a este proceso de estabilizacion se denomina como

consolidacion (Ardila, 1979).

McDoougall 1901 proporcioné una explicacion de la pérdida de la memoria
retrograda vista después de traumatismos craneales. Varias décadas
transcurrieron antes de completar la evidencia y asi ser publicado. En un
estudio se resumié un gran numero de casos. En 1946 Rusell y Nathan
reportaron que lesiones craneales producen amnesia retrograda en eventos
ocurridos minutos, horas o dias anteriores a la lesiéon. Duncan y Gerard en
1949 subsecuentemente reportaron la primera evidencia experimental
induciendo amnesia retrograda: La cantidad de pérdida de memoria inducida
por choques electroconvulsivos administrados a roedores después de una

variedad de entrenamientos.

Por coincidencia, en 1949 fue también la fecha de dos publicaciones que
proponian la hipoétesis de la huella dual de la memoria. Hebb propuso que
una huella inicial de corto plazo, basada sobre la reverberacién neural, induce
cambios neuronales, dando como resultado una memoria de largo plazo
(McGaugh, 1999). Aunque la hipotesis de la huella dual es claramente una
version mas explicita de la hipétesis de consolidacion y perseveracion, Hebb no
propuso el concepto de consolidacion. El desarrollo de la hipotesis huella dual
fue dirigida principalmente por conceptos neurofisiolégicos de la reverberacion
neural. Estas contribuciones aumentaron el interés en la hipotesis de la
consolidacion. El hallazgo de Goddard en 1964, quien aplicé una estimulacion

eléctrica post-entrenamiento en la amigdala induciendo amnesia retrograda en
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ratas estimulod investigaciones de sistemas cerebrales involucrados en la

consolidacion (McGaugh, 1999).

Los estudios de los efectos de la inhibicidn de la sintesis de proteinas fueron de
particular significancia. Inhibidores de la sintesis de proteinas administrados a
animales, después de ser entrenados, bloquearon la consolidacion. Sin
embargo la administracion de estos inhibidores antes del entrenamiento
también bloqued la consolidacion pero no bloqued la adquisicién. Lo que
muestra que la memoria de corto y largo plazo fueron diferencialmente

afectadas por el tratamiento (McGaugh, 1999).

De alli parte el supuesto sobre la existencia de mecanismos y formas diferentes
de retencion de informacién; e implica a su vez la existencia de un proceso
nervioso activo que se mantiene después de que ha desaparecido la sefal o
estimulo presentado al organismo; es decir, la presentacion de una sefal inicia
un proceso que se conserva aun después de la desaparicion de la sefial y que
es responsable de los cambios morfologicos o fisiologicos permanentes que
pueden aparecer en el sistema nervioso como consecuencia de la retencién
permanente de informacion. Tal proceso activo de fortalecimiento y

estabilizacion de las huellas de memoria es la consolidacion (Ardila, 1979).
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PARTICIPACION DEL HIPOCAMPO EN APRENDIZAJE Y MEMORIA

El interés en el conocimiento de la participacion del hipocampo en el
aprendizaje y la memoria, se ha estimulado gracias a un individuo llamado H.M.
(Brown, 1986). El estudio del ahora famoso paciente H.M., un varon de 27
afos, que habia sufrido durante 10 afos crisis convulsivas como consecuencia
de una lesion cerebral sufrida a los 9 afos de edad al ser atropellado por
alguien que circulaba en bicicleta. En la intervencidn quirurgica se extirparon la
formacion del hipocampo, el nucleo amigdalino y partes del area de asociacion
multimodal de la corteza temporal en ambos lados. Las crisis convulsivas de
H.M. se controlaron mucho mejor después de la cirugia, pero la extirpacion de

los I6bulos temporales mediales le dejé con un devastador déficit de memoria.

Este déficit de memoria (amnesia) era bastante especifico. H.M. aun tenia una
memoria a corto plazo normal, alrededor de unos segundos o minutos. Ademas
tenia una memoria a largo plazo conservada para los acontecimientos que
habian sucedido antes de la intervencién. Recordaba su nombre y su oficio, y
tenia recuerdos vividos de la infancia, aunque mostraba algunos datos de
amnesia retrograda para la informacion adquirida en los afios inmediatamente
anteriores a la intervencién. Lo que ahora le faltaba a H.M., y de manera
llamativa, era la capacidad de transformar la nueva memoria a corto plazo en
memoria de largo plazo. Era incapaz de retener mas de un minuto de
informacion sobre las personas, los lugares o los objetos, ademas de tener una
grave dificultad en cuanto a la orientacion espacial ya que le costé un afo
aprender el camino a una casa nueva, demostrandose por primera vez la

notable funcién selectiva de ambos I6bulos temporales internos en convertir la
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memoria acorto plazo en memoria de largo plazo. Los estudios
neuroanatomicos y de fisiologia celular en monos han ayudado a determinar
que las areas de asociacion del l6bulo temporal interno, como la formacién
hipocampal, reciben informacion de casi todas las restantes areas de
asociacion. Estas conexiones permiten que el hipocampo recoja todo el flujo de
actividad cognitiva progresiva, y por lo tanto relacione diferentes aspectos de
un unico suceso de forma que pueda ser recordado como una experiencia
coherente (Kandel, 2001). La funcién basica de la formacién hipocampal
parece ser la consolidacion de la memoria a largo plazo a partir de la memoria

inmediata y de corto plazo (Haines, 2003).

El hipocampo se encuentra subdividido en hipocampo dorsal e hipocampo
ventral y se ha visto que estas regiones tienen algunas diferencias funcionales;
lo que se atribuye al hipocampo dorsal es una mayor participacion en el
procesamiento de la memoria espacial, aunque hay estudios indicando la
participacion hipocampal en memorias no espaciales por ejemplo, conductas
motivadas aversivamente como la respuesta de evitacion inhibitoria en
roedores, por ejemplo Lorenzini (1996) demostré, con la aplicacion de
tetrodotoxina (un Inactivador temporal aislado del pez globo) en el hipocampo
dorsal, la implicacion de esta estructura en la adquisicion, consolidacion vy
recuperacion de la memoria. Ahora bien, el hipocampo ventral también es una
region vital para la expresion del mejoramiento de la memoria ocasionado por
nicotina, lesiones en esta area con acido iboténico bloquean los efectos de

mejoramiento de la memoria inducidos por tratamientos crénicos de nicotina, y
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también bloquean los efectos sistémicos de la administracion del antagonista

mecamilamina (Levin et al., 2002).

Los trabajos de Lorenzini y colaboradores quienes inactivaron temporalmente
el hipocampo dorsal (1996) o ventral (1997) con la administracion de
tetrodoxina (TTX), evidenciaron que la regidn ventral es crucial durante la
adquisicion, consolidacion y recuperacion de la respuesta de evitacion pasiva.
Por otra parte, la inactivacion del hipocampo ventral antes de la recuperacion
de la informacion ocasioné una amnesia mas marcada que la generada por la
activaciéon de hipocampo dorsal. Es decir, al parecer el hipocampo ventral tiene
un papel mas importante en la recuperacién de la memoria de evitacion pasiva
que el hipocampo dorsal. Los resultados obtenidos durante la consolidacién
fueron totalmente diferentes, al parecer la integridad funcional del hipocampo
ventral puede ser critica durante periodos tempranos de la consolidacion pues
se observo que la administracion de tetrodoxina 1.5 h después del ensayo de
adquisicion no afectd la memoria de la evitacion pasiva, sin embargo, la
administraciéon de tetrodoxina (TTX) en el hipocampo dorsal, 1.5 h después del
ensayo de entrenamiento provoco un deterioro significativo de la memoria. Lo
que indica, que el tiempo de participacion del hipocampo dorsal para la

consolidacion de la tarea es mas amplio (Lorenzini, 1996).
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Por lo tanto, todas estas investigaciones pueden tomarse como indicadores de
una relativa independencia funcional del hipocampo dorsal y del hipocampo
ventral, al menos en lo concerniente al condicionamiento de evitacion

inhibitoria.

EVITACION INHIBITORIA

La evitacidon inhibitoria es un procedimiento usado frecuentemente para el
estudio de efectos farmacoldgicos y otros tratamientos en aprendizaje y
memoria. En una situacion tipica de evitacidén inhibitoria, una rata aprende a
evitar un estimulo aversivo. La camara de evitacion inhibitoria (figura 18) ésta
constituida por dos compartimentos con las mismas dimensiones
(30X30X30cm) que se encuentran separados por una puerta corrediza tipo
guillotina. ElI compartimiento de seguridad se encuentra iluminado con una
lampara de 10 W adherido a la tapa, y el piso lo forma una rejilla de barras de
aluminio de 0.5 cm de diametro, separadas por 1.5 cm de centro a centro. El
compartimiento de castigo es oscuro y sus paredes laterales en forma de V son
de acero inoxidable y se electrifican cuando las ratas entran en contacto con

ambas paredes.
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Figura 18. Cdmara de evitacion inhibitoria (Esquema, Prado-
Alcald).

El compartimiento de seguridad se encuentra iluminado con una lampara de 10
W adherido a la tapa, y el piso lo forma una rejilla de barras de aluminio de 0.5
cm de diametro, separadas por 1.5 cm de centro a centro. El compartimiento de
castigo es oscuro y sus paredes laterales en forma de V son de acero
inoxidable y se electrifican cuando las ratas entran en contacto con ambas

paredes.

En el procedimiento de evitacién inhibitoria, los sujetos son entrenados para
evitar el estimulo aversivo por medio de la inhibicibn de una respuesta;
generalmente se entrena a los sujetos a que eviten un choque eléctrico. El
procedimiento consta de dos sesiones: durante la primera, también llamada de
entrenamiento el animal se coloca en un compartimiento bien iluminado (lugar

seguro de la camara); poco tiempo después se abre una compuerta y se le
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permite la entrada al compartimiento oscuro (de castigo) de la camara donde
se administrara el choque eléctrico inevitable ya que la compuerta de acceso
se cerrara impidiendo que el animal se desplace al compartimiento seguro de la
camara. El tiempo que el animal tarda para cruzar del compartimiento seguro al
de castigo durante esta sesidon sera la latencia de adquisicion. En la otra
sesion llamada de prueba, que generalmente se realiza a las veinticuatro horas
procediendo de manera semejante que en la sesion de entrenamiento, excepto
por la presentacién del choque, se registra el tiempo que tarda el animal para
cruzar del compartimiento seguro al de castigo; a este tiempo se le denomina

latencia de retencién (Gold, 1986).

Se esperaria que durante la sesidn de entrenamiento el animal asocie el
compartimiento oscuro con el choque de tal manera que colocandolo
nuevamente en el compartimiento seguro de la camara, evite recibir el choque
inhibiendo la respuesta de entrada al compartimiento de castigo. La medida de
retencidn usada en esta tarea es la latencia de la respuesta de entrada al
compartimiento en donde recibieron el choque. Las latencias cortas son
consideradas como evidencia de amnesia, y las latencias largas como
evidencia de retencion y aprendizaje. En la prueba de retencidn, si los sujetos
permanecen en el compartimiento inicial por un periodo de tiempo arbitrario, se
supone que retienen la respuesta, por lo tanto el criterio de retencion debe ser
lo suficientemente grande para poder asegurar que el efecto obtenido es el

resultado de un proceso de retencion (McGaugh, 1973).
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Esta conducta de evitacidn inhibitoria implica que la rata almacené en la
memoria de largo plazo la experiencia aversiva. La duracion del proceso de
consolidacion puede durar unos cuantos segundos o minutos, dependiendo de
la intensidad del choque y agente amnésico estudiados (Prado, et al., 2004).
En la tarea de evitacidn inhibitoria la memoria de corto plazo dura de 3-6 h,
tiempo suficiente para que la memoria de largo plazo sea formada y pueda ser
inhibido por muchos tratamientos (Izquierdo et al., 1998 a, b, c, 2002). La tarea
de evitacion inhibitoria presenta varias ventajas, la respuesta es aprendida
rapidamente, la memoria es estable después de un periodo corto de
entrenamiento y los resultados obtenidos son como los que se observan
usando otras técnicas. La tarea de evitacion inhibitoria no es unica pero es
preferida a muchos otros métodos de entrenamiento en los estudios de

consolidacion de la memoria (Gold, 1986).

Es indiscutible que el establecimiento de la memoria de largo plazo depende de
la interaccion de multiples sistemas de neurotransmisores, que ejercen su
accion en diversas estructuras cerebrales. Entre aquellos, los mas estudiados y
de los que no hay duda acerca de su participacién en la consolidacion de la
memoria estan la acetilcolina (ACh) y la serotonina (5-HT) (Prado, et al., 2004).
En el estudio de los procesos mnemonicos de aprendizaje y memoria se han
generado dos grandes lineas de investigacion: la primera pretende descubrir
los mecanismos fisiolégicos de los que depende el almacenamiento de la
informacion, mientras que la segunda implica la determinacién de las
estructuras cerebrales encargadas de dicho almacenamiento. Actualmente

algunos aspectos de los mecanismos neuronales que subyacen a varios tipos
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de aprendizaje pueden estudiarse a nivel celular y molecular. El
esclarecimiento de estos mecanismos es clave para llegar a comprender el
desarrollo del caracter y la génesis de muchos problemas psicologicos vy

emocionales que son resultado de la experiencia.

El hecho de que varios procesos fisioldégicos importantes parezcan ser
regulados por uno o unos cuantos subtipos de receptores nicotinico neuronales
hace posible dirigirse a funciones especificas sin afectar otros aspectos de la
neurotransmision colinérgica. Con las técnicas actuales y, la continua
identificacion y caracterizacion de subtipos de receptores acetilcolinérgicos
neuronales en el sistema nervioso central se presenta una mayor posibilidad,
asi como, retos en términos del desarrollo terapéutico de blancos a estos
receptores. Un subtipo de receptor neuronal, que se ha sugerido es importante

e interviene en los procesos de aprendizaje y memoria, es el formado por las
subunidades 04f32; y este subtipo de receptor es predominante en el cerebro

por lo que se ha tratado de caracterizar su papel funcional (Lopez, 2003).

ESTRATEGIA FARMACOLOGICA EN EL ESTUDIO DEL APRENDIZAJE Y
LA MEMORIA.

Diversos enfoques y metodologias han sido empleados en la investigacion del
aprendizaje y la memoria. Entre ellas se encuentran las manipulaciones
farmacoldgicas por ejemplo la administracion de un farmaco que se puede

realizar:
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a) Cuando los estudios estan orientados a observar la adquisicion o el
aprendizaje, los tratamientos se administran antes del entrenamiento (pre-
entrenamiento), lo que altera el registro de la informacion permitiendo estudiar
la adquisicion y los procesos motores, motivacionales y perceptuales entre

otros.

b) Cuando el punto de interés es la memoria o el mantenimiento de la
respuesta, los tratamientos se administran después del entrenamiento (post-

entrenamiento), entonces se puede estudiar la consolidacion del aprendizaje.

c) Si la droga se administra antes de la prueba, entonces se estara evaluando
el proceso de recuperacidn de la informacion (Kovacks & De Wied, 1994;

McGaugh, 1966; 1989b).

Actualmente se cuenta con farmacos de los cuales conoce su mecanismo de
accion cuando modifican el funcionamiento del cerebro o de algunas
estructuras (estriado, la amigdala y el hipocampo) relacionadas con el
aprendizaje y memoria. Por ejemplo se ha reconocido el papel facilitatorio de la
nicotina o el efecto de deterioro causado por el antagonista mecamilamina

(Decker et el., 1995b; Barros et al., 2004); otra sustancia de reciente aplicaciéon
es la dihidro-3-erythroidina (DHBE) este alcaloide resulté ser un antagonista

competitivo de receptores nicotinicos acetilcolinérgicos neuronales, pero que

no es un antagonista especifico a un solo subtipo de receptor, dado que se ha

visto que se une tanto a receptores 043, asi como a3, (Williams y Robinson,
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1984; Nott y Levin, 2006) lo que hace mas dificil la tarea de caracterizar
funcionalmente alguno de estos dos subtipos. Estudios in vitro realizados por
Decker, et al., (1995a) mediante un método de membrana enriquecida,

mostraron que erisodina tuvo siete veces mas afinidad para el sitio de enlace
nicotinico que dihidro-B-eritroidina. Este sitio parece corresponder al subtipo
01432 del receptor acetilcolinérgico nicotinico. Lo que convierte a erisodina una

herramienta importante para la caracterizacion funcional de este subtipo de

receptor nicotinico en el cerebro.
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El hecho de que erisodina sea un potente antagonista competitivo a receptores
acetilcolinérgicos nicotinicos de tipo neuronal subtipo 04[3,, hace de ella una

herramienta importante para la caracterizacion funcional de estos receptores en
el hipocampo, que dada su alta selectividad, permitira excluir la participacion de
otros receptores nicotinicos en la consolidacion de la memoria. Si en esa zona

del hipocampo dorsal donde se administraron los farmacos, los receptores
0432 participa de manera significativa en el proceso de consolidacion de la

memoria, la administracion de erisodina producira mayor deterioro en la
retencion, que la observada con la administracion de antagonistas con menor
afinidad a estos receptores. Por lo que el presente trabajo tuvo como objetivo
determinar el efecto de la administracion intrahipocampal (hipocampo dorsal)
del antagonista colinérgico erisodina sobre la consolidacion de una tarea de

evitacion inhibitoria.
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MATERIALES Y METODOS

La estrategia metodoldgica en este tipo de estudios implica varias etapas entre las
que destacan la cirugia estereotaxica, la evaluacion conductual y el estudio
histolégico. En la figura 21 se muestra un esquema de estas fases, mismas que se

describen a continuacion:

Sujetos.- Se utilizaron ratas adulto macho del género Rattus de la especie
norvegicus de la cepa Wistar (250-350 g), los cuales fueron proporcionados tanto
por el bioterio de la FES-lztacala como por el del Instituto de Neurobiologia. Los
animales fueron mantenidos en cajas individuales con un periodo de luz-oscuridad

de 12 horas y libre acceso a comida y agua.

Cirugia.- Mediante cirugia estereotaxica y bajo anestesia general
(pentobarbital 45 mg/Kg., i.p.) a los animales les fueron implantadas
bilateralmente, dos canulas que fueron dirigidas al hipocampo dorsal siguiendo las
coordenadas AP= - 4.1, L + 2.5, H=3.1 (Paxinos y Watson 1998). En la figura 19
se muestran algunos pasos a seguir durante una cirugia estereotaxica en donde
se muestra, a) la colocacion del sujeto en el estereotaxico, b) ubicacion de puntos
a perforar para la colocacion de canulas y c) colocacion de canula mediante
guias. Y por ultimo en la figura 20 se muestra en un esquema los puntos a donde
deben de llegar las puntas canulas en el area del hipocampo dorsal mediante las

coordenadas de el atlas de Paxinos y Watson.
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Figura 19. Se muestran algunas de las etapas para la implantacion de cdnulas durante la cirugia estereotdxica. q)
Fijacion de la cabeza del animal para mantener el crdneo en la posicion adecuada, b) Perforacion discreta del crdneo
en funcién de coordenadas del Atlas de Paxinos y Watson (1998), c) Colocacion de cdnulas para fijar con acrilico
dental.
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Figura 20.Los puntos azules indican la zona a donde se espera lleguen las puntas de las cdnulas en el drea de
hipocampo dorsal (Idmina del Atlas de Paxinos y Watson, 1998).



Manipulacién.-Durante el transcurso de recuperacion de la intervencion
quirurgica, las ratas fueron manipuladas tres dias; cada sesion, tuvo una
duracién de 5 minutos, durante este tiempo se trata al animal con suaves
masajes en la nuca y en el lomo. El objetivo de esta manipulacion es que el
animal se adapte o acostumbre al investigador. Una manipulacién previa al
entrenamiento se les introdujo, a través de las canulas, un falso inyector; esto
para que el dia del entrenamiento la microinyeccién de la droga no fuera

novedosa.

Microinyeccion.- Con ayuda de una microjeringa acoplada a una
bomba de infusion continua (WPl modelo sp200i) se infundieron en el

hipocampo dorsal de los sujetos (cada grupo fue conformado por 8 o 10

sujetos) las siguientes substancias: erisodina (1.0 6 2.0 pg/uL), o Dihidro-[3-

eritroidina (2 pg/pL), o nicotina (1pg/uL) y a un grupo control se le administrd
solucion salina al 0.9% (en todos los casos la velocidad de infusion fue de
1pL/min). La microinyeccién se realiz6 cinco minutos después de que los

animales fueron entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria.

Entrenamiento y prueba.- Ocho dias después de la cirugia, los
animales fueron sometidos a la sesion de entrenamiento en la camara de
evitacion inhibitoria. El animal se colocé dentro del compartimiento iluminado.
Transcurridos 10 segundos la puerta se abrid y se registrd la latencia de
entrada es decir el tiempo que tarda el animal de pasar del compartimiento
iluminado al obscuro. Cuando esto ocurrié la puerta se cerrd, y el animal recibio

un choque eléctrico de 0.7mA en las patas durante 5 segundos. Posteriormente
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la puerta se abri6 y el animal escap6 al compartimiento iluminado (latencia de
escape), el sujeto permanecié alli 30 segundos antes de ser regresado a su
caja habitacion. La sesidn de prueba se realizé 24 horas después, procediendo
igual que en la sesién de entrenamiento, pero el choque fue omitido. El tiempo
que el animal tardé6 en cruzar el compartimiento oscuro se tomé como
evidencia de retencién. Los animales que no cruzaron al lugar de choque en un

tiempo de 600 s se regresaron a su caja y se di6 por terminada la sesion.

Perfusion.- Una vez terminado el experimento conductual, todos los
animales fueron sacrificados con una sobre dosis de pentobarbital sddico y
perfundidos intracardialmente con solucién salina isotonica seguida de
formaldehido al 10%. Una vez terminada la perfusion, se extrajo el cerebro y

se coloco en un frasco con una solucion de formaldehido al 10%.

Histologia.- De los cerebros se realizaron cortes coronales de 50 micras
de espesor siendo tefiidos con la técnica de Nilss. Los cortes se observaron al
microscopio y los animales cuyas canulas no se encontraron en la estructura

no fueron incluidos para el analisis estadistico (Ver anexo).

Analisis estadistico.- Los resultados de latencias de adquisicion,
escape Yy retencion fueron analizados con la prueba de Kruskall-Wallis y como

prueba post hoc la de U-Mann Whitney (p<0.05).
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Figura 21. Diagrama de flujo que muestra la metodologia que se siguidé durante
la realizacion del presente trabaijo.
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RESULTADOS

En el cuadro 1 se muestra la mediana de las latencias obtenidas con los datos
derivados de los diferentes tratamientos administrados.

Adquisicion (s) Escape (s)

Salina 1 pL/min (n=8) 16.01 1.69
Nicotina 1 pg/pL (n=8) 16.12 1.93
Erisodina 1 pg/pL (n=10) 15.98 1.88
Erisodina 2 pg/uL (n=10) 15.88 1.90
DHBE 1pug/pL (n=10) 15.97 1.52

Cuadro 1. Mediana de las latencias de adquisicion y escape obtenidas
durante el entrenamiento de evitacion inhibitoria con un choque eléctrico
de 0.7 mA. Los fratamientos niotina (1ug/ul), erisodina (1 & 2 upg/ulL),

dihidro-R-eritroidina (1 pg/ul) o salina (1 yL/min) se administraron justo 5
minutos después del entrenamiento.

La prueba de Kruskal-Wallis indic6 que durante la sesion de entrenamiento las
latencias de adquisicion, no presentaron diferencias H(4)=0.257, p=0.992, lo que
sugiere que los animales de los diferentes grupos desplegaron actividad similar
ante la primera exposicion a la camara de evitacion. Como tampoco hubo
diferencias entre las latencias de escape H(4)=0.792, p=0.940, por lo que
podemos inferir que los animales de los diferentes grupos también presentaron la

misma reactividad al choque eléctrico. Ver Figura 22.
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Figura 22. Mediana de las latencias de adquisicion y escape. Se evidencia que los animales desplegaron una actividad
normal durante su primera exposicion a la cdmara y una reactividad similar al choque eléctrico (sesion de adquisicion).



Es importante resaltar que estos resultados no pueden ser explicados en términos
de efecto de los tratamientos sobre la actividad motora o conducta exploratoria de
los animales experimentales, ya que la administracién de los farmacos se llevo a
cabo justo 5 minutos después de realizado el entrenamiento de evitacion
inhibitoria y la prueba se realizd 24 horas después del entrenamiento, esto
significa que cuando los animales se entrenaron o probaron, no se encontraban

bajo el efecto del farmaco.

Por lo que respecta a las latencias de retencion (cuadro 2 y figura 23), la prueba
estadistica de Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas en este parametro
H(4)=29.507, p=0.0001 y la prueba post-hoc U de Mann Whitney revel6 que estas
diferencias fueron significativas para los grupos que recibieron; erisodina 1ug/pL
(p=0.001), erisodina 2 pg/uL (p=0.001) y Dihidro-f3-eritroidina 2 pg/uL (p=0.0001)
con respecto al grupo control. También la prueba de U evidencio diferencias
significativas entre los antagonistas con respecto al agonista nicotinico (p=0.0001),
(p=0.0001), (p=0.0001) respectivamente pero no se encontraron diferencias entre
los antagonistas administrados (erisodina y dihidro-f3-eritroidina). Tampoco hubo

diferencias entre el grupo control salina y el agonista nicotina. Por otro lado,
podemos observar que a pesar de que el grupo que recibio nicotina después del
entrenamiento alcanz6 una mediana de 600 segundos en la latencia de retencién,
este valor no fue diferente de manera significativa al alcanzado por el grupo que

recibié salina cuya mediana en la retencién fue de 493.3 segundos.
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Retencion (s)

Salina 1 pL/min (n=8) 493.3?
Nicotina 1 pg/pL (n=8) 600°

Erisodina 1 pg/uL (n=10)  229.7°
Erisodina 2 pg/uL (n=10)  256.2°

DHBE 1pg/uL (n=10) 180.6°

Cuadro 2. Mediana de la retenciéon de la tarea evaluada 24 horas después
del entrenamiento de evitacion inhibitoria. Las letras a, b representan los
grupos formados al aplicar la prueba post-hoc de Mann Whitney.
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Figura 23. Mediana de la latencia de retencidon. Se observa que la administracion de los antagonistas
colinérgicos, Erisodina y DHBE en el hipocampo dorsal después del entrenamiento interfirid con la
consolidacion de la tarea de evitacion inhibitoria puesto que la retencidon fue significativamente menor a la
alcanzada por el grupo de animales control que recibié NaCl 0.9%. El grupo que recibid Nicotina no presentd
diferencias con respecto al grupo control.



En la figura 24 se muestra un corte coronal tefido con el método de Nissl, aqui
se puede apreciar el sitio donde se ubicaron las puntas de las canulas. Los
datos conductuales de animales cuyos cortes de cerebro evidenciaron que las
canulas no se encontraron en el hipocampo dorsal, no fueron tomados en

consideracién para el analisis estadistico.

Figura 24. Corte coronal de un cerebro de rata mostrando el sitio de
llegada de las puntas de las cdnulas al hipocampo dorsal.

DISCUSION

Es evidente que los animales que conformaron los grupos empleados en este
estudio recibieron de parte del experimentador, un manejo adecuado durante
las tres sesiones consecutivas de manipulacion, que se tuvieron previo a la
sesion de entrenamiento de evitacion inhibitoria, lo cual se vio reflejado en los
valores de latencia de adquisicién (no hubo diferencias entre los grupos), y en
la forma en que los animales reaccionaron al choque eléctrico (latencias de

escape), pues tampoco hubo diferencias en este parametro. Esto significa que
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el experimento se realiz6 con grupos de animales que reunian el requisito de
ser homogéneos, atributo que es indispensable controlar en estudios

conductuales.

Con respecto a nicotina, el efecto de mejoramiento producido por este agonista
ha sido ampliamente documentado en modelos experimentales con animales y
en estudios clinicos con humanos (Decker et al., 1995b; Brancroft y Levin,
2000). Se ha demostrado que la nicotina mejora el aprendizaje, la atencion y la
memoria de sujetos fumadores y no fumadores (Levin et al, 2006) y la
capacidad de la memoria de roedores y primates no humanos aumenta con la
administraciéon de nicotina o de agonistas nicotinicos (Decker, 1995b). En otros
estudios, se ha sefalado que la nicotina mejora los procesos de adquisicion,
consolidacion, y evocacion de tareas como la evitacion pasiva y el laberinto
radial (Barros et al., 2004; Levin, 2002; Nott y Levin, 2006). Barros y
colaboradores administraron una dosis de 1ug/uL de nicotina en el hipocampo

dorsal, obteniendo una mejora en la consolidacion de evitacién inhibitoria.

Los resultados de nuestra investigacion muestran que con la administracion de
esta misma dosis de 1ug/uL de nicotina en el hipocampo dorsal, no se obtuvo
el efecto de mejora en la memoria reportado en otros estudios, pues no hubo
diferencias significativas entre el grupo de nicotina y el grupo control; pero hay
que hacer notar que aunque no hay diferencias entre estos dos grupos, los
animales del grupo control alcanzaron una retencion de 493.3 segundos,
mientras que los animales que recibieron el agonista nicotinico alcanzaron una
retencion de 600 segundos llegando asi al valor de corte arbitrario; lo que deja
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oculto un efecto facilitatorio si es que lo hubo con este agonista. La ausencia de
diferencias entre salina y nicotina la podemos explicar de la siguiente manera:
es probable que en las condiciones especificas de trabajo en el laboratorio, una
mejora en la retencién de la tarea de evitacion inhibitoria por nicotina, requiera
de una dosis mas alta (superior a 1ug/pL); pues es importante sefialar que en
la mayoria de los protocolos experimentales donde se presenta el efecto de
mejora de la memoria por nicotina, la administracién del agonista requirié ser
cronica. Sin embargo, existe la posibilidad de probar si 1ug/pL nicotina es
suficiente para mejorar la retencion de la tarea realizando ahora el
entrenamiento de evitacidén inhibitoria aplicando una intensidad de choque
eléctrico menor a la utilizada en este estudio (0.7 mA). ;Qué se espera con
esto? Que durante la sesion de prueba (24 horas después del entrenamiento),
los valores de retencion del grupo que reciba nicotina no estén tan cerca del
valor de corte arbitrario de 600 segundos lo que posiblemente permitira

observar el efecto de mejora de la nicotina, si es que este agonista lo ocasiona.

Como se indico con anterioridad, el estudio de la participaciéon de los
receptores nicotinicos cerebrales en procesos fisiolégicos, ha requerido del
empleo de diferentes farmacos agonistas o antagonistas a esos receptores.

Especificamente, mecamilamina, permiti6 examinar la participacién de los
receptores nicotinicos 0332 en la adquisicion, consolidacion y evocacion de

memoria de corto y largo plazo de una tarea de evitacion pasiva (Barros et el.,

2004). Metilcaconitina (toxina aislada de semillas de Delphinium browni), es un
antagonista selectivo a receptores 07 y también ha permitido detectar la

implicacion de este receptor en la memoria de trabajo en laberinto radial de 8
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brazos, administrando el antagonista 10 minutos antes de la prueba (Felix y
Levin, 1997). Dihidro-f3-eritroidina (DHBE) que es un antagonista de receptores
0432 permiti6 determinar, para una tarea de evitacion inhibitoria, la

participacion de este receptor en: a) La adquisicién, cuando el antagonista
DHBE se administro 15 minutos antes del entrenamiento; b) La consolidacion,
cuando DHBE se administré inmediatamente después del entrenamiento y c)
La evocacion de memoria de corto y largo plazo, administrando DHBE 15

minutos antes de la sesion de prueba (Barros 2004).

Hasta el momento, la fisiologia y participacion del receptor 043, en los

procesos mnemonicos, se ha venido determinado utilizando su antagonista
competitivo DHBE un inconveniente de esto es que hay evidencias que indican

que DHBE también se enlaza competitivamente a receptores heteroméricos

neuronales que contienen subunidades O3, 04y [32 (Dwoskin y Crooks, 2001;
Williams y Robinson, 1984), actuando con especificidad sobre receptores O3[3;

y presenta una afinidad mas baja al receptor 07 (Sharples and Wonnacott,

2001). Por otro lado, utilizando un modelo de expresion heterologa de

receptores, se ha demostrado que ovocitos de Xenopus conteniendo

receptores 04[32 son mas sensibles a dihidro-B-eritroidina que los ovocitos que

expresaron receptores 0332, O304 6 A3, (Luetje et el., 1991; Harvey y Luetje,
1996; Harvey et al., 1996), en el estudio se sugiere que actua primero en la
subunidad 04 y probablemente al subtipo 04[3,. Aln cuando hasta el momento,

no se cuente con antagonistas mas selectivos, esos datos muestran que no es
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posible excluir totalmente el papel de otros subtipos de receptores nicotinicos
sobre una accion especifica estudiada ya sea el efecto ansiolitico o los

procesos de memoria y aprendizaje.

Como se ha sefalado, erisodina alcaloide que hemos aislado en el laboratorio,

a partir de semillas del género Erythrina, es un antagonista nicotinico que ha
mostrado tener una afinidad a receptores nicotinicos 04[3; siete veces superior
a la mostrada con DHBE (Decker, et al., 1995a), por lo que en este estudio,
erisodina fue utilizada como una herramienta importante para la caracterizacién
funcional de este subtipo de receptores nicotinicos en el hipocampo dorsal de
rata. Especificamente durante esta investigacion, los antagonistas erisodina o
DHBE se administraron en el hipocampo dorsal y se evaluo el efecto que tienen
sobre la consolidacién de una tarea de evitacion inhibitoria. Se esperaba que
dada la mayor afinidad de erisodina a receptores 04[32, con respecto a DHBE,
la retencién de la tarea presentara mayor deterioro con erisodina, que el
observado con DHBE. Si embargo, en este estudio se evidencid que las dos
sustancias interfirieron de forma semejante con este proceso, pues con 1 pg/puL
de erisodina se obtuvo una mediana de 229.7 segundos, con 2 pg/uL de
erisodina una mediana de 256.2 segundos y con dihidro-B-eritroidina una

mediana de 180.6 segundos, sin que se presentaran diferencias significativas
entre ellas, para explicar estos resultados es necesario analizar las siguientes

evidencias experimentales encontradas en la literatura.
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La distribucién de los receptores nicotinicos en el cerebro de rata se ha
obtenido con estudios de enlace usando drogas nicotinicas radiactivas,

técnicas de hibridacion in situ e inmunohistoquimica Asi se ha visto que el

subtipo mas abundante en el cerebro es el 04P3,, ademas de contener

receptores 05 y 0332, con o sin la presencia de 05 estan presentes no solo en

ganglios autdbnomos sino también en la glandula pineal, el nucleo anteroventral

del talamo, el subiculum del hipocampo, la espina dorsal y la retina El receptor
07 se encuentra ampliamente distribuido particularmente en el hipocampo,
hipotalamo, corteza y nucleo motor del nervio vago (Gotti y Clementi, 2004). En

el hipocampo dorsal se ha encontrado una concentracion alta del subtipo Q7

(Fabian-Fine et al., 2001). En cuanto a los receptores O3[3,, estos se

encuentran principalmente en las areas mesocorticolimbicas (Mogg et al.,
2002), y en bajas cantidades en el hipocampo dorsal (Curt y Clementi, 1995;

Decker, et al., 1995b).

Ahora bien, ya se ha indicado que multiples estudios han demostrado la
implicacion de los receptores 0432 y 07 en procesos cognitivos de memoria

espacial (Nott y Levin, 2006), memoria de trabajo (Levin et al., 1997, 2002) y en

la adquisicion, consolidacion y evocacion de la memoria. Ademas de que el
subtipo 033, también se ha visto implicado en procesos de adquisicion,
consolidacion y evocacion de la memoria (Barros et al., 2004). Y se han
observado efectos amnésicos ocasionados por dihidro-B-eritroidina, al
enlazarse a receptores 03[3; de la corteza frontal (Granon, 1995).
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Dado lo anterior, es posible que el deterioro en la retencién ocasionado por la
administracién de erisodina en el hipocampo dorsal, no es mayor al que

produjo la administracion de DHBE debido a que, dada la alta especificidad de

erisodina, este alcaloide solo antagonice receptores Q432 presentes en el
hipocampo dorsal. Es conocido que DHBE tiene afinidad a receptores a3[3; y

Qa7 que se han encontrado en el hipocampo; si estos se distribuyen en la regién

dorsal del hipocamppo, es probable que al antagonizarlos con DHBE su efecto

de deterioro sobre la consolidacion de la tarea de evitacion se sume al que
ocasiona DHBE cuando antagoniza a receptores 04[32; esto podria explicar el

porque en nuestro estudio no es posible que el deterioro con erisodina sea
superior al de DHBE. Sin embargo esta explicacion debera someterse a prueba

experimental. De alli que es conveniente disefiar una estrategia experimental
que pruebe si los receptores 033, y 07 estan presentes en el hipocampo dorsal

y si hacen su aporte al deterioro de la consolidacion de la tarea de evitacion

inhibitoria.

Por otro lado, analizando el estudio de afinidad de erisodina a receptores 043,

realizado por Decker et al., (1995a) se tiene que en el modelo experimental in
vitro utilizado por estos investigadores se prepararon fracciones de membrana
enriquecida, lo que podria atribuir menos precision al resultado debido a que se

trata de un homogeneizado de tejido, en donde no solo va estar presente el

receptor 0432 nicotinico si no una gran variedad de receptores nicotinicos.
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Debido a la coexistencia de diferentes subtipos de nAChRs, en el mismo
nucleo cerebral e incluso en la misma neurona, hay dificultades en el estudio
de las propiedades individuales de cada subtipo. Por lo que adicionalmente se

propone, determinar la afinidad de erisodina utilizando el método de expresién
heterdloga del receptor O4f3, en ovocitos de Xenopus leavis; para después

llevar a cabo el registro electrofisiolégico in vitro como opcion para el
conocimiento de las propiedades electrofisiolégicas y farmacoldgicas del
receptor y de los alcaloides. De hecho, la mayor parte de la informacidn
funcional de los receptores nicotinicos neuronales ha sido obtenida asi, y en

menor grado, en lineas celulares (Picciotto, et al., 2000).

En este estudio se evidencié que el bloqueo de los receptores nicotinicos 043,
y posiblemente también de los receptores 033, y 07 del hipocampo dorsal, por

los antagonistas erisodina y dihidro-B-eritroidina, deterioré la consolidacion de

la memoria de la tarea aversiva. Esto sugiere la importancia de la interaccion
entre los receptores nicotinicos en esta region del cerebro sobre las bases de
la funcion de memoria. Es conocido que la estimulacién de receptores
nicotinicos afecta la liberacidon de neurotransmisores, estos pueden ser
inhibitorios como GABA o excitatorios como glutamato (Wonnacott, 1997). El
hipocampo dorsal contiene interneuronas glutamatérgicas y GABAérgicas; con
axones terminales noradrenérgicos, serotoninérgicos y colinérgicos que liberan
neurotransmisores modulatorios en el hipocampo (Freund y Buzsaki, 1996);
como puede verse todos estos circuitos neuronales pudieran estar implicados

en los efectos de deterioro observados.

59

Sandra Lopez Valera



Por otro lado, con anterioridad se han reportado diferencias funcionales entre el
hipocampo dorsal y ventral (Levin et el al., 2002; Lorenzini, 2006; 2007),
proporcionando evidencias para una distincién importante del papel relativo de
sistemas nicotinicos en el hipocampo dorsal y ventral en la memoria de trabajo
de laberinto radial; sin embargo, seria conveniente establecer cual es el efecto
del bloqueo de receptores nicotinicos del hipocampo ventral en el aprendizaje,
consolidacion y evocacion de una tarea aversiva como la evitacion inhibitoria.
Estudios como éste son utiles para conocer la participacion de los receptores
acetilcolinérgicos nicotinicos en las diferentes etapas o fases del proceso
mnemonico (adquisicion, consolidacion como es este el caso, o la evocacion);
si estos juegan o no un papel importante sobre los diferentes tipos de memoria
(referencia, de trabajo, emocional, etc.), o bien si su presencia en regiones
cerebrales anatomicas es determinante. En ultima instancia, la informacion
obtenida aqui aporta informacion que se suma a la existente, para conocer los
mecanismos celulares que subyacen a los procesos de memoria y aprendizaje
y las estructuras cerebrales que participan; para en un futuro llevar a cabo el

desarrollo de farmacos con utilidad médica.
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CONCLUSION

Los antagonistas erisodina y dihidro-[3-eritroidina deterioraron la retencion de la

tarea de evitacion inhibitoria, por lo que en este estudio se aportan evidencias

de la participacion de los receptores nicotinicos del subtipo 0432 presentes en

el hipocampo dorsal en la consolidacion de la tarea aversiva.

SUGERENCIAS

>

>

Realizar estudios de biologia molecular llevando a cabo la expresion
heter6loga de receptores nicotinicos en ovocitos de Xenopus levais para
la caracterizaciéon funcional de los receptores. Este modelo también
permitira la caracterizacién farmacoldgica de los alcaloides obtenidos a

partir de semillas del género Erythrina.

Continuar con la evaluacion del efecto del alcaloide erisodina en
hipocampo dorsal sobre el aprendizaje y la evocacion de la memoria en

una tarea de evitacion inhibitoria.

Determinar la presencia de receptores 0432 en hipocampo ventral y su

participacion en los procesos mnemoénicos.
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ANEXO 1.- PERFUSION. REACTIVOS Y PROCEDIMIENTO

Una vez terminada la evaluacién conductual los animales de cada grupo fueron
procesados de la siguiente manera para obtener su cerebro.

1.-Inyeccion intraperitoneal con una sobredosis de pentobarbital sodico.
2.-Realiz6 un corte horizontal sobre la piel que cubre el vientre.

3.-Bloqueo de la vena femural.

4 .-Punciodn intracardiaca, y con bomba de perfusion se dejo fluir de 150-200 mL
de solucion salina por esta via.

5.- Ahora se hacen fluir 150-200 mL de formaldehido al 10% para fijacién del
tejido.

6.-Cortar con guillotina la cabeza de la rata.

7.-Extraer el cerebro procurando no dafar con el instrumental.

8.-Colocar el cerebro por dos dias en un frasco con solucion de formaldehido al
10% (post-fijacion)

9.-Los frascos debieron haber sido previamente etiquetados con la siguiente
informacion: numero de rata, grupo experimental al que pertenece, fecha y

nombre del experimentador.

*PREPARACION DE SOLUCION DE FORMOL AL10% BUFFERADO PARA
UN LITRO DE SOLUCION

Formaldehido............uuuiiiiiii s 100ml
Fosfato de sodio monobasico .............cccceeeeeveinnnnn. 4 gramos
Fosfato de sodio di-basico............ccccueeiiiiiiin. 6.5 gramos
Agua destilada.........coooiiiii 900 mililitros.

Disolver las sales de fosfato en agua a 25°C y con agitacion constante, una vez
disueltas, adicionarlas a los 900ml de agua destilada. Finalmente afiadir el
formaldehido. Agitar vigorosamente vy filtrar para almacenarse en garrafon.
ANEXO 2.- TINCION DE NISSL
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Para facilitar la observacion al microscopio y ubicar la posicion de la punta de
las canulas, los cerebros obtenidos de los diferentes sujetos, se colocaron en
una matriz de acero inoxidable para hacer un corte grueso que permitid
seleccionar la regidn cerebral donde se habian insertado las canulas.
Posteriormente, utilizando el cridstato, se realizaron cortes coronales de 50
micras de espesor para después ser teiidos mediante la técnica de Nissl. Los
pasos esenciales de dicho procedimiento se describen a continuacién.

1.-Los cortes coronales de 50 micras de espesor obtenidos con el cridstato
fueron montados en portaobjetos, que previamente se impregnaron con una

solucion de gelatina-cromo (ver anexo 2).

2.- Después de que se secaron, las preparaciones fueron sumergidas en
solucion salina durante solo 30 segundos.

3.-Enjuague rapido con agua destilada.

4.-Sumergir en alcohol al 80% acidulado durante 1 minuto.

5.-Enjuague rapido con agua destilada.

6.-Sumergir de 10 - 15 minutos en violeta de cresilo que fue preparado con

1.2g de violeta de cresilo, aforado a 500ml con agua destilada.

7.-Enjuague rapido con agua destilada.

8.-Sumergir en alcohol al 70% por 2 minutos.

9.-Sumergir en alcohol al 80% por 2 minutos.

11.-Sumergir en alcohol al 96% hasta contrastar.
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12 Nuevamente sumergir en alcohol al 96% hasta ver mas nitida la

preparacion.

10.-Sumergir en alcohol al 100% por 30 segundos.

11.- Sumergir en terpineol por 30 segundos.

12.- Sumergir en xileno | por 4 minutos.

13.- Sumergir en xileno Il por 2 minutos.

14.- Por dultimo, las preparaciones son montadas con

cubreobjetos gelatinizados.
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ANEXO 3.- PREPARACION DE PORTAOBJETOS

Todos los portaobjetos fueron lavados con agua y jabon y bien enjuagados con

agua destilada para después dejarse secar. La solucion de gelatina-cromo se

prepardé y los portaobjetos se impregnaron con ella, como se indica a

continuacion.

SOLUCION DE GELATINA-CROMO

1.-Calentar 500ml de agua destilada a 50-60°C.

2.-Adicionar 3g de gelatina sin saborizante.

3.-Adicionar 0.3g de CrK(SOa4)s.

4 .-Adicionar 500ml de agua destilada fria.

5.-Filtrar la solucién en un frasco ambar.

NOTA: Todos los portaobjetos fueron sumergidos por 60 segundos en esta

solucion y se dejaron secar a 4-50°C. De preferencia sumergir lo portaobjetos

por 5 ocasiones consecutivas después de secar completamente.
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