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1. Resumen.

La corteza insular (CI) en roedores, se encuentra en el 16bulo temporal y esta definida por
un area que abarca desde la corteza frontal lateral y la corteza peririnal, en la direccién
rostro caudal, y en la porcion mas ventral de la corteza somatosensorial a la corteza
piriforme en la direccion dorso ventral. Es un area que recibe informacion de todas las
modalidades sensoriales e informacidn visceral. En estudios previos se ha reportado la
participacion de la ClI en la formacion de memorias de reconocimiento de diferentes
modalidades sensoriales. En especifico, el bloqueo de los receptores muscarinicos en la Cl,
con las mismas dosis y en las mismas coordenadas empleadas en este estudio, ha impedido
la formacion de las memorias de reconocimiento del contexto, de reconocimiento de
objetos y de reconocimiento del sabor, no teniendo efecto en la recuperacion de estas
memorias. Se ha propuesto a la Cl como una estructura con participacion general en la
formacion de memorias de reconocimiento, sin definirse ain su alcance. En estudios mas
recientes se ha encontrado que el bloqueo de los receptores muscarinicos a nivel sistémico
impide la formacion de memorias de reconocimiento olfativas no asociadas a estimulos
relevantes para la supervivencia del organismo, no socialmente aprendidas y con estimulos
gue no suscitan una respuesta emocional incondicionada en el organismo. El presente
trabajo evalua el papel de los receptores muscarinicos en la Cl durante la adquisicion y/o

consolidacién de la formacion de la memoria olfativa a largo plazo.

Los objetivos de este trabajo han sido el replicar el protocolo de habituacion al olor
empleado recientemente, asi como evaluar la adaptacion de este protocolo que podria servir
en otros trabajos sobre generalizacion de olores. En particular se evalu6 el tiempo que es

retenida la memoria de reconocimiento a un olor adquirida en este protocolo y se estudio la
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participacion de los receptores muscarinicos en la Cl durante las primeras etapas de la
formacion de memorias de reconocimiento olfativo.

El protocolo de habituacion al olor podria servir para el estudio de memorias de
reconocimiento olfativas a largo plazo, los resultados obtenidos sugieren que el tiempo de
retencién de esta memoria es de al menos 72 horas; y que la participacion de los receptores
muscarinicos en la corteza insular en la tarea de habituacion al olor a largo plazo no parece
ser necesaria en las primeras etapas de formacion.

Palabras clave: sistema colinérgico, corteza insular y memoria de reconocimiento olfativa.



2. Introduccion.

Desde el punto de vista de las neurociencias, la memoria es entendida como cambios en
eficacia y nimero de las conexiones en las redes interactivas de neuronas, asi como
cambios en la estructura y funcion de al menos, alguna de las neuronas que las integran
(fendmeno conocido como plasticidad neuronal) debido a la experiencia del organismo con
su ambiente (Carew & Sutton, 2001). Uno de los principales objetivos de la investigacion
neurocientifica ha sido describir estas redes y entender los mecanismos de su plasticidad
(Tronel & Sara, 2002). El presente trabajo se origina con la finalidad de contribuir en la
investigacion  sobre los  diferentes procesos neuroquimicos  (estructuras y
neurotransmisores) que pueden estar involucrados en la deteccion multimodal del
sabor/olor (gusto).

Cada uno de los circuitos neuronales que permiten el posterior reconocimiento de
estimulos discretos (memorias de reconocimiento) es diferente. Por ejemplo Kippin y
colaboradores (2003) utilizando una técnica de inmunohistoquimica de marcaje del gen de
expresion temprana Fos concluyen gue, en ratas macho, el olor de orina de hembra en estro
activa estructuras diferentes que los olores neutros sexualmente condicionados; Miranda y
colaboradores (2009) sugieren que el procesamiento de diferentes olores en las diferentes
etapas de la formacion de memorias de reconocimiento implica diferentes sistemas de
neurotransmision en diferentes magnitudes. Esto exige que en la investigacion de la
formacion de memorias de reconocimiento se deba establecer puntualmente las estructuras
y neurotransmisores implicados en el paradigma conductual utilizado.

El cerebro anterior basal (CAB) ha sido implicado en el correcto funcionamiento de
las capacidades mnémicas (Miranda, 2000). EI CAB es la mayor fuente de inervaciones
colinérgicas a la corteza cerebral (Mesulam, Mufson, Wainer & Levey, 1983). Lesiones en
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esta estructura son acompariadas de impedimentos de las funciones mnémicas (Helper,
Wenk, Cribbs, Olton & Coyle, 1985), siendo la dificultad de formar nuevos recuerdos uno
de los primeros sintomas (Katzman, 1986). Se ha especulado que la perdida de las neuronas
colinérgicas en el CAB puede ser la causa de los sintomas de pérdida de las funciones de
memoria y las perturbaciones conductuales observados en la demencia de tipo Alzheimer
(Bartus, Dean 3rd, Beer & Lippa, 1982), los cuales, cabe mencionar, incluyen una
sensibilidad olfativa deficiente (Doty, Reyes & Gregor, 1987).

Diferentes estudios han encontrado que las perturbaciones en los mecanismos
colinérgicos tienen implicaciones en las tareas simples de habituacién a un olor. Hunter y
Murray (1989) inyectaron escopolamina (un antagonista competitivo y no selectivo de los
receptores muscarinicos para acetilcolina) a nivel sistémico y encontraron que, en
comparacion con los grupos controles, los sujetos experimentales fueron incapaces de
mostrar tanto habituacion a un olor que fue presentado repetidas veces, asi como la
capacidad para discriminar este de otro nuevo olor. Este efecto se lograba sélo si la
administracion de la droga era dada antes de la primera exposicion al olor, no afectando la
memoria de olores previamente aprendidos ni la sensibilidad olfativa. Paolini y McKenzie
(1993) realizando una lesién en la region medial de la extremidad horizontal de la banda
diagonal de Broca (mDBHh, el principal nacleo de inervacién colinérgica al bulbo olfatorio
y la corteza olfativa; Macrides, Davis, Young, Nadi & Margolis, 1981; Rye, Wainer,
Mesulam, Mufson & Saper, 1984) observan la perdida tanto de habituacién como de
discriminacion a nuevos olores, en comparaciéon con los grupos control y con el mismo
grupo antes de la lesion. Con estos experimentos generalmente se ha estudiado la memoria
a corto plazo (aquella que es retenida por menos de cuatro horas; Sdnchez-Andrade, James

& Kendrick, 2005); sin embargo, recientemente en el laboratorio se logrd desarrollar un

7



modelo que permite el estudio de la formacion de memorias de reconocimiento olfativas a
largo plazo. En estos estudios se ha demostrado la formacion en un sélo ensayo de estas
memorias y que son retenidas al menos por 24 horas. Con este protocolo también se
demostré que la adquisicion de memorias de reconocimiento de olores incidentales puede
impedirse con la administracion intraperitoneal de escopolamina durante el periodo de
formacion (Miranda, et al., 2009).

A pesar de estos resultados los mecanismos concretos de la modulacion colinérgica
en la formacion de memorias de reconocimiento olfativas se desconoce (Wilson, 2006). El
presente trabajo pretende someter a prueba la hipotesis de que la participacién de los
receptores muscarinicos en la corteza insular es necesaria en las etapas tempranas de la
formacion de memorias de reconocimiento olfativas. Para ello se emplea el protocolo
simple de habituacion a un olor a largo plazo y se ha trabajado con olores no socialmente
relevantes (Miranda et al., 2009). Bermudez-Rattoni y colaboradores (2005), empleando el
antagonista muscarinico escopolamina en la corteza insular, han descrito que cuando la
escopolamina es administrada en la Cl inmediatamente después de la primera presentacion
de un objeto se impide la formacién de una memoria de reconocimiento del objeto en
cuestion, lo que amplia el alcance de la participacion de la actividad colinérgica en la
corteza insular, jugando un papel méas general en la adquisicion/consolidacion de memorias
de reconocimiento y exige la necesidad de delimitar su alcance en otras modalidades
sensoriales y tipos de aprendizajes.

Por tanto en esta investigacion se evalla, en primer lugar la capacidad olfativa a
largo plazo a través de una tarea simple de reconocimiento al olor, la cual implica la
formacion de una memoria de reconocimiento olfativa de largo plazo (aquella que es

retenida al menos 12 horas; Sanchez-Andrade, et al., 2005) que es evaluada 24 horas
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después (Garcia-Velasquez, 2008; Miranda et al, 2009). Asi mismo, con el fin de
comprobar que en sujetos intactos la disminucién de la conducta de exploracion de un olor
en su segunda presentacion no se debe a falta de motivacion o fatiga, se expone a estos
sujetos en el mismo dia de la segunda presentacion de uno de tres olores a la primera
presentacion de otro, ademas de que se mide la retencion de la memoria de reconocimiento
olfativo exponiendo a los sujetos a la segunda presentacion de estos olores con demoras de
24, 48 y 72 horas. Finalmente se estudia el papel de la neurotransmisién colinérgica en la
corteza insular en esta tarea simple de habituacion a un olor, a través del blogueo de los

receptores muscarinicos con escopolamina.



3. Antecedentes.

3.1. Sistema olfativo en ratas.

3.1.1. Percepcion del olor en ratas.

El procesamiento nervioso de los olores empieza cuando alguna molécula de una sustancia
volatil* alcanza los receptores de los cilios de las neuronas receptoras olfatorias (ORN’S).
Las ORN’s se encuentran incrustadas en el epitelio olfatorio que recubre la cara méas
anterior de la lamina cribiforme del hueso etmoides, el epitelio olfatorio se encuentra a lo
largo de la parte superior del septum nasal y en la pared medial de la turbina superior del
hueso etmoides, en la parte superior-caudal de la cavidad nasal (Fig. 1; Shipley, McLean &

Ennis, 1995).

Bulbo olfalorio
Bulbo olfatorie accesonio

Figura 1. Ubicacion del epitelio olfatorio en ratas.

Se estima que el epitelio olfatorio de los roedores se compone de 50 000 000 de ORN’s en

cada fosa nasal (Lowenstein, 1969; Carlson, 2000). Cada una de estas neuronas extiende

! Casi todos los compuestos olorosos son liposolubles y orgénicos, sin embargo muchas sustancias dentro del
rango de peso molecular (entre 15 y 300 daltones) y que cumplen con el resto de estos requisitos no huelen
(Carlson, 2000).
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una ramificacién de entre 5y 20 cilios en la superficie del epitelio olfatorio y proyectan un
unico axén hacia el bulbo olfatorio (Fig. 2), los axones de estas neuronas Se unen para
formar de los 15 a 20 ases que integran la fila olfatoria y atravesar la lamina cribiforme a

través de las perforaciones de esta ultima (Shipley et al., 1995).

Cilios Culaz de

AN

Figura 2. Anatomia del epitelio olfatorio.

Buck y Axel (1991), utilizando técnicas de genética molecular, identificaron una familia de
genes nombrada “receptor 7-transmembranal” (7-TMR), expresada exclusivamente por las
ORN?’s del epitelio olfatorio. Esta familia de genes codifica una variedad de 1,000 proteinas
diferentes que se alojan en las membranas de los cilios de las ORN’s, ademas estas
proteinas contienen secuencias comunes a todos los receptores ligados a proteinas G (Buck

& Axel, 1991; Ressler, Sullivan & Buck, 1994; ver Fig. 3).
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Figura 3. Mecanismo de transduccion de los receptores a olores. 7TMr: receptor 7-
transmembranal; AC: adenilato ciclasa; PLC: fosfolipasa C; GTP: guanosin trifosfato;
GDP: guanosin difosfato; ATP: adenosin trifosfato; CAMP: adenosin monofosfato ciclico;

PIP2: inositol bifosfato; IP3: inositol trifosfato.

Con técnicas de hibridacion in situ para marcar los genes que codifican a los receptores de
los olores en los cilios de las ORN’s se ha descubierto que neuronas individuales expresan
un dnico tipo de receptor, esto implica que el epitelio olfativo presenta 1,000 tipos
diferentes de ORN’s (Vassar, Ngai & Axel, 1993; Ressler et al., 1994). Las neuronas que
expresan determinado receptor se encuentran azarosamente distribuidas dentro de una de
cuatro zonas en el epitelio olfativo, siendo cada zona una banda en el epitelio olfativo (Fig.
1), permitiendo que el flujo de aire inspirado atraviese por las cuatro bandas, sugiriendo una
distribucion anatomico-funcional del érgano receptor olfativo (Sullivan, Adamson, Ressler,

Kazak & Buck, 1996; Nagi, Chess, Doeling, Necles, Macagno & Axel, 1993).
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Haciendo uso de marcaje fluorescente anterogrado se ha descubierto que las ORN’s
que expresan el mismo receptor a olores en sus cilios proyectan sus axones a un mismo
glomérulo en el bulbo olfatorio (Saucier & Astic, 1986; Schoenfeld, Clancy & Macrides,
1994). Los glomérulos son estructuras discretas ovoides de entre 80 y 160 micras de
didmetro y se estima que existen 3,000 de estas estructuras en cada bulbo olfatorio en ratas
(Meisami & Safari, 1981). Diferentes receptores son activados por partes estructurales
diferentes de una misma molécula aromatica con la cual tienen mayor afinidad y activan a
otros receptores en menor grado con los cuales tienen menor afinidad (Sicard & Holley,
1984; Firestein, Picco & Manini, 1993; 2000), estos receptores producen un determinado
patrén de actividad en los glomérulos dependiendo de la estructura de cada olor, de esta
forma la identidad de un olor pasa a un cédigo de actividad concreto en los glomérulos
(Ressler et al., 1994), esto quiere decir que cada olor tiene una combinacion Unica de
respuestas electrofisioldgicas en los glomérulos.

Dentro de los glomérulos las neuronas receptoras a olores establecen sinapsis con
las dendritas apicales de las células mitrales y en racimo (mitral/tufted cells, MC/TC), y
con las células periglomerulares (PGC’s). Las dendritas de las células mitrales y en racimo
tienen contactos sinapticos reciprocos entre si y con los procesos espinales de las células
periglomerulares (Shipley et al., 1995). Las células mitrales y en racimo (MC/TC) son la
principal unidad de salida de informacion del bulbo olfatorio. Antes de alcanzar la corteza
cerebral, el estimulo es refinado y procesado a través de las diferentes capas del bulbo
olfatorio. Las dendritas de las células granulares (GC’s) y PGC’s (periglomerulares)
forman sinapsis dendro-dendriticas reciprocas con las MC/TC’s, poseyendo elementos pre
y post-sinapticos en las mismas espinas dendriticas (gemmules) tanto las GC’s como las

PGC'’s (ver Fig. 4).
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Figura 4. Diagrama de las principales neuronas y sus interacciones sinapticas en el bulbo

olfatorio. HDB: extremidad horizontal de la banda diagonal de Broca.

Shipley, Nickell y McLean, (1986) inyectando marcadores anterogrados
iontoforeticamente (iontophoretically) en las neuronas de la banda diagonal de Broca (DB)
y comparando este marcaje con el patron de tincion de acetilcolinesterasa (AChE, enzima
que degrada a la acetilcolina) en el bulbo olfatorio, han descubierto que los puntos
principales de accion sinaptica de las fibras provenientes de la DB son la capa glomerular,
la capa plexiforme externa (EPL), la capa plexiforme interna (IPL) y la mitad mas
superficial de la capa de las células granulares (GCL). La liberacion de acetilcolina (ACh;
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disparada por la atencion del organismo hacia un estimulo olfativo) por parte de las
proyecciones sinapticas centrifugas establecidas con las interneuronas granulares
GABAérgicas reduce la liberacion de GABA (a través de receptores M2, acoplados a
proteinas Gi) hacia las MC/TC’s y en consecuencia las desinhibe. Estas células MC/TC’s
desinhibidas, que estan siendo estimuladas por las ORN'’s, incrementan su liberacion de
glutamato en sus sinapsis dentro-dendriticas reciprocas con las GC’s. Esto resulta tanto en
una mayor autoexcitacion de las MC/TC en sus receptores glutamatérgicos presinapticos y
a su vez incrementan la retroalimentacion inhibitoria de las GC’s hacia las dendritas de las
MC/TC’s (Sanchez-Andrade, et al. 2005; Fig. 5). Esto quiere decir que la liberacién de
ACh debido a la atencion al estimulo olfativo tiene como resultado el incremento del
impulso electrofisiolégico de las células mitrales hacia los niveles superiores de

procesamiento del estimulo olfativo?.

2 Cabe aclarar aqui que este mecanismo puede ser desencadenado por la liberacién de noradrenalina (NA) en
las terminales axonicas del bulbo olfatorio provenientes del locus coerulius (LC; McLean, Shipley, Nickell,
Aston-Jones & Reyher, 1989), pero esta liberacion es desencadenada por estimulos motivacionales, como el
sexo 0 aquellos que son socialmente relevantes (Kendrick, Levy & Keverne, 1995; Brennnan & Keverne,
1997; Sanchez-Andrade, et al. 2005)
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Figura 5. Liberacion de acetilcolina en las células granulares del bulbo olfatorio y la

consecuente desinhibicion de las células de salida del bulbo. ACh: acetilcolina; mGIuR:

receptor metabotropico a glutamato; AMPA/Kainato: receptor ionotrépico al glutamato y al

acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico y al monohidrato del acido

acetico2-carboxi-4-isopropenil-3-pirrolidinil; NMDA-R: receptor ionotropico al glutamato

y al N-metil-D-aspartato.

3.1.2. Procesamiento/integracion central del olor.

Los axones de las células mitrales (y en menor grado las células en racimo) envian el

estimulo electrofisioldgico hasta la corteza entorhinal, a través del tracto olfatorio lateral

(LOT). En su transcurso pasa por varias zonas estimulandolas. Estas zonas (desde la méas
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anterior hasta la mas posterior) son: ndcleo olfatorio anterior (AON), tubérculo olfatorio
(Tu), corteza piriforme (PCX), la corteza periférica a la amigdala y la corteza entorhinal
(Shipley et al., 1995; Buck, 2001; Sanchez-Andrade, et al. 2005). En conjunto, las regiones
inervadas directamente por el tracto olfatorio lateral (LOT) han sido nombradas como la
corteza olfatoria primaria (POC; De Olmos, Hardy & Heimer, 1978). La corteza olfatoria
primaria (POC) alcanza éreas de la neo-corteza implicadas en la percepcion y la toma de
decisiones, asi como &reas en el sistema limbico implicadas en las respuestas emocionales y

motivacionales, y el hipocampo (Sanchez-Andrade, et al. 2005; Fig. 6).

Corteza Corteza .
orbitofrontal insular Hipocampo
Talamo mediodorsal
& nicleo submedio
Lot I Corteza
Bulbq | Corteza entorhinal
olfatorio piriforme \ /—
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Figura 6. Diagrama esquematico de las principales conexiones del sistema olfatorio.

Las neuronas en la porcién anterior de la corteza piriforme (aPCX) muestran campos
receptivos a olores similares a los reportados en las ORN’s y los glomérulos (Wilson
1998a; 2000b). Los campos receptivos de la corteza piriforme son neuronas que

individualmente responden a un determinado olor, que una vez combinado con otros olores
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es tratado como un estimulo complejo individual (Wilson, 2000a). Wilson (2001) ha
propuesto que la formacién de estos campos requiere de experiencia.

El estimulo olfativo llega a la corteza olfatoria primaria, donde es procesado, luego
de lo cual es redirigido a otras regiones del cerebro que integran la informacion olfativa con
otras funciones neuronales (Shipley et al., 1995). La formacién inicial de la memoria y su
retencion a corto plazo requieren de un sistema distribuido, mientras que después de la
consolidacién (después de 8 h), sélo el bulbo olfatorio y la corteza periforme han
demostrado ser importantes para su correcta evocacion (Sanchez-Andrade, et al. 2005). El
presente trabajo pretende comprobar la hipotesis de que el bloqueo de los receptores
muscarinicos en la corteza insular durante la adquisicion/consolidacion de una memoria de

reconocimiento olfativo impide su formacion, evaluando su evocacion 24 horas después.

3.2. La corteza insular y las memorias de reconocimiento olfativas.

La corteza insular es una area que en la rata se encuentra en el I6bulo temporal, en la orilla
dorsal del surco rhinal, se encuentra rostro-caudalmente entre la corteza frontal lateral (LF)
y la corteza perirhinal (PrhCX) y se extiende en direccion dorso-ventral desde la corteza
sensorial primaria y secundaria (SI y Sl respectivamente) hasta la corteza piriforme (PCX;
Saper, 1995; Norgren, 1995; Miranda, 2000). La Cl se divide en tres bandas que la
atraviesan horizontalmente: la insula granular (Gl) la insula disgranular (DI) y la insula
agranular (Al), las cuales reciben su nombre por la densidad de células granulares en la
capa IV, siendo més prominente en la GI, menos prominente en la DI y ausente en la Al
(Saper, 1995; Fig. 7). Otra diferencia importante entre estos tres campos que conforman la
Cl es que la Dl es la corteza principal de la sensacion gustativa en ratas, mientras que la Gl

recibe aferencias viscerales generales y la Al posee las eferencias preponderantes de la Cl
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hacia las estructuras autonémicas, como el hipotdlamo posterolateral (PLH) y la amigdala

(A; Allen, Saper, Hurley & Cechetto, 1991).

Figura 7. Ubicacion y divisiones anatdmicas de la corteza insular en ratas. OLB: bulbo
olfatorio; LF: corteza frontal lateral; PrhCX: corteza perirhinal; SI: corteza somatosensorial
primaria; SllI: corteza somatosensorial secundaria; PCX: corteza piriforme; GI: insula

granular; DI: insula disgranular; Al: insula agranular.

La memoria reside en parte en aquellas regiones del cerebro que tienen que ver con la
modalidad y/o informacion especifica de los estimulos que la conforman, asi como en
estructuras cerebrales que codifican varios tipos de memoria, considerandose estas
estructuras componentes basicos de sistemas de memoria generales (Miranda, 2000). Se ha
establecido que las cortezas perirhinal, parahipocampal y entorhinal, junto con el
hipocampo son estructuras implicadas en la formacion de memorias de reconocimiento de

manera general (Bermudez-Rattoni, Okuda, Roozendal, & McGaugh, 2005). Se ha
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demostrado que la CI recibe informacion de todas las modalidades sensoriales: gusto,
olfato, audicion, somestesis y vision (Mesulam & Mufson, 1982a, 1982b), ademas de que
se ha demostrado que lesiones permanentes en la insula anterior (aCl) impiden el
condicionamiento aversivo al sabor (CAS), este procedimiento se establece presentando un
sabor novedoso al organismo, el cual es seguido por un malestar gastrointestinal, con lo
cual se genera como consecuencia una conducta de aversion hacia este sabor por parte del
organismo (Yamamoto, 1993), se ha demostrado también que la inactivacion reversible de
la CI con tetrodotoxina (TTX, que bloque los canales de Na+ dependientes de voltaje, con
lo cual se evita que los potenciales de accion se propaguen a lo largo del axén de las
neuronas afectadas por la toxina), produce deterioros severos en la consolidacion de la
evitacion inhibitoria® y el aprendizaje espacial en el laberinto de agua (Bermidez-Rattoni,
Introini-Collison & McGaugh, 1991). Para el caso, se ha demostrado que el bloqueo de los
receptores muscarinicos con infusiones de escopolamina en la Cl impide la formacién de
memorias de reconocimiento de objetos (Bermudez-Rattoni et al. 2005), asi como la
inhibicion latente* en una tarea de evitacién inhibitoria y la evitacién inhibitoria misma
(Miranda & Bermudez-Rattoni, 2006), ademas de que esta misma manipulacion
farmacolodgica en la CI impide la inhibicion latente en el CAS y el CAS mismo (Naor &
Dudai, 1996; Gutierrez, Rodriguez-Ortiz, DeLaCruz, NuGfez-Jaramillo & Bermudez-
Rattoni, 2003). Estos resultados sugieren que la Cl es una estructura con participacion

general en la formacion de memorias de reconocimiento.

% La evitacion inhibitoria es un protocolo (til para el estudio de la memoria, cuando un organismo evita pasar
a un contexto que previamente ha sido asociado con un estimulo aversivo, demuestra que lo recuerda como un
lugar nocivo (Miranda & Bermudez-Rattoni, 2006).

* La inhibicion latente se define como la pre-exposicién de un estimulo neutro que lo hace resistente a ser
asociado con estimulos incondicionados (Anderson, 2001a).
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La corteza insular es activada durante el procesamiento del estimulo olfativo
directamente por el nucleo olfatorio anterior (AON), la corteza piriforme (PCX), la
amigdala cortical posterior, e indirectamente a través del ndcleo submedio y mediodorsal
del tdlamo que reciben aferencias del AON, la PCX, la amigdala y la corteza entorhinal
(Shipley et al., 1995; Buck, 2001; Sanchez-Andrade, et al. 2005; Fig. 6).

En un estudio con humanos mediante el uso de tomografia de emision por
positrones (PET) y en una tarea de discriminaciéon de olores, se ha descubierto actividad
significativa, en comparacion con la linea base tomada antes de la segunda presentacion del
olor, en la corteza insular en la retencion a corto y largo plazo de un olor (Dade, Zatorre, &
Jones-Gotman, 2002). Al respecto, existe un modelo animal que permite el estudio de la
memoria olfativa, el cual consiste en presentar a sujetos sedientos una probeta graduada
llena de agua la cual esta acoplada a un bebedero de metal para que las ratas puedan beber
el agua al mismo tiempo que se presenta un olor, el estimulo odorifico es inmediatamente
apareado con un malestar gastrico, con lo cual se consigue que los sujetos desarrollen una
leve aversion al agua que presenta el mismo olor en una segunda presentacion de la
probeta, este modelo es Ilamado condicionamiento aversivo al olor (CAO; Bernstein,
1991). Si en la fase de adquisicién (en la primera presentacion del olor, antes del malestar
gastrico) el olor es presentado simultaneamente con un estimulo gustativo novedoso, los
sujetos sedientos desarrollan una aversion fuerte a la presentacion sola del olor en la fase de
prueba, este modelo es conocido como aversion al olor potenciada por el sabor (TPOA;
Palmerino, Rusiniak & Garcia, 1980). Dardou y colaboradores (2006) han descubierto
actividad significativa de la CI en la evocacion del PTOA, medida por la presencia de los
genes de expresion temprana Fos y Egrl. Ademas se ha demostrado que lesiones en la Cl

impide el aprendizaje aversivo a los olores potenciado por sabor (TPOA), asi como el CAS
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mismo (Lasiter, Deems & Garcia, 1985). A pesar de los datos que sugieren la participacion
de la CI en la memoria olfativa, hasta ahora no se ha mostrado evidencia directa que
vincule a la CI con una prueba simple de habituacién a un olor medida a largo plazo, como

la tarea empleada en este trabajo.

3.3. Estudio conductual de las memorias de reconocimiento olfativas.

El estudio conductual de la memoria olfativa se entiende como aquellas pruebas que
permiten comprobar conductualmente si un organismo recuerda o no un olor previamente
experimentado. El tiempo entre la fase de adquisicion y la fase de prueba permite estudiar
la retencidn a corto plazo si el intervalo es menor a 4 horas o a largo plazo, si el intervalo es
mayor a 12 horas (Sanchez-Andrade, et al., 2005). Las pruebas conductuales se pueden
dividir en incondicionadas si emplean una pista olfativas que desencadena respuestas de
forma incondicionada, como las feromonas (Bruce, 1960), socialmente relevantes si se
emplea una pista social, como por ejemplo el reconocimiento de otro miembro de la misma
especie (Engelmann, Wotjak & Landgraf, 1995), asociativas si emplean olores como
estimulos condicionados asociados a reforzadores (Roman, Simonetto & Soumireu-Mourat,
1993), o incidentales si se emplea un olor social y emocionalmente neutro, sin estar
asociado con ninguna consecuencia relevante para el organismo (Hunter & Murray, 1989).
La prueba conductual empleada en este trabajo es de tipo incidental a largo plazo (Miranda

et al., 2009).

3.4. El sistema colinérgico y las memorias de reconocimiento olfativas.
La acetilcolina (ACh) es sintetizada a partir de acetil co-enzima A (acetil-CoA) y colina

por la accién de la enzima colina acetiltransferasa (ChAT) y es degradada en acetato y
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colina por la enzima acetilcolinesterasa (AChE). La ACh es sintetizada y almacenada en
vesiculas principalmente en los somas celulares, pero una cierta cantidad es sintetizada en
las terminales axdnicas, a donde es trasportada desde el soma y donde es almacenada en
vesiculas, las cuales son las encargadas de liberar el neurotransmisor hacia el espacio
sinaptico. Después de ser liberada, la ACh se liga a sus respectivos receptores o0 es
degradada por la AChE y la colina residual es transferida de vuelta a la terminal neuronal
por trasportadores de colina, donde es reutilizada en la sintesis de ACh (Tohyama &

Takatsuji, 1998a; ver Fig. 8).

@ Transporte

axonal
ChAT A

Almacenamiento
en vosiculas

™ Liberacién

mAChR
nAChR

AChE

Figura 8. Sintesis y degradacion de la acetilcolina. ChAT: colina acetiltransferasa; Acetil
Co A: acetil co-enzima A; mAChR: receptor muscarinico a la acetilcolina; nAChR:

receptor nicotinico a la acetilcolina; AChE: acetilcolinesterasa.
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Los receptores colinérgicos son clasificados en nicotinicos (NnAChR), los cuales son
inotrépicos y abren canales permeables al Na+ y al Ca++; y muscarinicos (MAChR) los
cuales son metabotrdpicos y se encuentran ligados a proteinas G, de los cuales existen 5
subtipos, los m1-5. El subtipo m1 de los mAChR es el mas abundante en la corteza cerebral
(Tohyama & Takatsuji, 1998b).

Existen dos principales areas que concentran los somas de las grandes neuronas
colinérgicas de proyeccion, el tegmento mesopontino y el cerebro anterior basal (CAB).
Los grupos colinérgicos que concentra el CAB son: el septum medial (MS; grupo Chl), la
extremidad vertical de la banda diagonal de Broca (DBv; grupo Ch2), los cuales proveen la
mayor cantidad de proyecciones colinérgicas del hipocampo; la extremidad horizontal de la
banda diagonal de Broca (DBh; grupo Ch3), el cual provee la mayor innervacién
colinérgica hacia el bulbo olfatorio y la corteza olfatoria primaria (POC) y el nicleo basal
magnocelular (NBM; grupo Ch4), el cual proyecta principalmente hacia la neocorteza. Las
neurona colinérgicas pontinas se concentran el tegmento latero dorsal (LDT; grupo Ch5) y
pedunculopontino (PPT; grupo Ch6) e inervan el tdlamo (Th) y la formacién reticular (RF)

del tallo cerebral (Mesulam etal., 1983; Woolf, 1991; Saper, 2001; ver Fig. 9).
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Caudado y
putamen

Fornix

Figura 9. Sistema colinérgico. MS: septum medial; DBv: extremidad vertical de la banda
diagonal de Broca; DBh: extremidad horizontal de la banda diagonal de Broca; BM: nucleo
basal magnocelular; Hi: hipocampo; Am: amigdala; LDT: nucleo latero dorsal tegmental;
PPT: pedunculo pontino tegmental; RF: formacion reticular; Th: tdlamo; Ha: habenula;
IPN: nucleo interpeduncular; LH: hipotdlamo lateral; MaPo: nlcleo predptico
magnocelular; OB: bulbo olfatorio; VTA: &rea ventral tegmental.

Uno de los primeros sintomas en la enfermedad de Alzheimer (EA) es la dificultad de
formar nuevos recuerdos (Katzman, 1986). En pacientes con este padecimiento se ha
observado una reduccion del 20% en promedio de neuronas colinérgicas en el nicleo basal
de Meynert (que en la rata se conoce como nucleo basal magnocelular; NBM) en
comparacion con sujetos de la misma edad que no muestran alteraciones
neurodegenerativas (Perry, Tomilson & Blessed, 1978). Se ha demostrado en ratas el
desarrollo de placas neuriticas, marafias neurofibrilares, atrofia y pérdida neuronal en la
corteza, parecidas a las presentes en pacientes con la enfermedad de Alzheimer, 14 meses
después de la lesion en NBM unilateralmente, mientras que no se observan cambios en el

hemisferio contralateral al NBM lesionado (Arendash, Milard & Dunn, 1987). El nucleo
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basal magnocelular (NBM) tiene proyecciones colinérgicas hacia la amigdala, las cortezas
piriforme, entorrinal, insular, frontal, parietal, temporal y visual (Woolf, 1991), lo que
apoya a la idea de que la participacion del sistema colinérgico de la corteza insular es
importante para la adquisicion de nuevos conocimientos. Sin embargo se ha sugerido que la
perdida neuronal y las lesiones en el NBM implican a otros sistemas de neurotransmision,
en especial el sistema GABAérgico (Miranda, 2000), no siendo contundente la evidencia a
favor del decremento de ACh como explicacion de los trastornos mnémicos observados en
la EA.

La acetilcolina y los receptores muscarinicos han demostrado tener un papel crucial
en el aprendizaje. Se ha descubierto en la corteza motora de ratas, que casi todas las células
a las que se registrd su actividad electrofisioldgica (a excepcion de solo una) que se
activaban durante el condicionamiento, también se activaban por la administracion de
acetilcolina (Mednikova, 1990). Es remarcable la cantidad de células colinérgicas que
intervienen durante el condicionamiento pues el conteo de los somas celulares que
responden a anticuerpos dirigidos a receptores muscarinicos o a acetilcolinesterasa ha
revelado que solo entre el 15.6% y al 14.7% de células en la corteza cerebral son
colinoceptivas (Woolf, 1993). Se ha descubierto el aumento significativo en la liberacion de
acetilcolina medida por microdialisis en la corteza insular y el hipocampo solo cuando se
establece el aumento en la conducta de presionar una palanca, lo que indica que las ratas
estdn empezando a asociar la conducta operante con el reforzador (Orsetti, Casamenti &
Pepeu, 1996).

El engrama se define como un cambio funcional y fisico en el cerebro debido a la
experiencia. Se ha planteado un modelo de plasticidad dendritica en las neuronas de la

corteza y el hipocampo para la formacion de memorias. En el modelo se plantea que los
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cambios se inician por la actividad neuronal y la consecuente liberacion de neurotrofinas,
seguida por el incremento en la liberacion de ACh, la respuesta de los receptores
muscarinicos, la fosforilizacién de la fosfolipasa C (PLC) y la generacion del segundo
mensajero inositol trifosfato (IP3), que incrementa los niveles de Ca2+ en el citosol, la
degradacion de la proteina 2 microtubulo-asociada (MAP-2), y finalmente a la formacién
de una nueva dendrita. Las neuronas colinoceptivas y sus dendritas modificables sirven
como “unidades de engramas” en la corteza y el hipocampo (Woolf, 1998).

Existen datos abundantes que apoyan el papel colinérgico en el procesamiento
sensorial general (Wenk, 1997; Sarter & Bruno, 1997). Empleando la técnica de
microdialisis se ha descubierto la liberacién significativa de ACh en la corteza cuando los
sujetos son colocados en un nuevo contexto, pero este incremento no se presenta cuando el
mismo contexto resulta familiar para el sujeto (Acquas, Wilson & Fibiger, 1996), este
aumento en la liberacion de acetilcolina se ha observado igualmente durante el consumo de
un sabor que no ha sido probado anteriormente (Miranda, Ramirez-Lugo & Bermudez-
Rattoni, 2000), mas no asi cuando este sabor a sido ingerido en anteriores ocasiones y de
igual manera este incremento es observable ante la primera presentacion de estimulos de las
modalidades sensoriales visual, auditiva, olfativa y tactil (Inglis & Fibiger, 1995). En
especial, el blogueo de los receptores muscarinicos con infusiones de escopolamina en la Cl
ha demostrado el impedimento de diferentes formas de memoria como el reconocimiento
de objetos (Bermuldez-Rattoni et al. 2005), la inhibicion latente (Miranda & Bermudez-
Rattoni, 2006; Naor & Dudai, 1996), la evitacion inhibitoria (Miranda & Bermudez-
Rattoni, 2006) y el condicionamiento aversivo a los sabores (CAS; Naor & Dudai, 1996 ),

solo si el boqueo ocurre durante la fase de adquisicion y/o consolidacion. En conjunto estos
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resultados siguieren que la ACh regula la formacion de memorias de reconocimiento de
diversas modalidades sensoriales durante los primeros estadios.

Con respecto a la formaciéon de memorias de reconocimiento olfativas, la
estimulacion eléctrica del tracto olfatorio lateral (LOT) y la corteza piriforme (PCX)
incrementan la actividad electrofisioldgica de la region medial de la extremidad horizontal
de la banda diagonal de Broca (Linster & Hasselmo, 2000). Existen aferentes provenientes
la PCX, la corteza orbitofrontal y la corteza insular al cerebro anterior basal (CAB,;
Zaboroski, Cullinan & Braun 1991; cit. En Miranda, 2000), estas mismas estan
involucradas en las primeras etapas de la formacion de memorias de reconocimiento
olfativas (Sanchez-Andrade et al. 2005) y podrian ser a través de las cuales es activado el
CAB.

La alteracion del sistema colinérgico estd implicada en alteraciones de varias formas
de memoria olfativa. La inyeccion intramuscular de escopolamina en ovejas después del
parto, durante la consolidacion del reconocimiento del olor de su cordero, impide el
reconocimiento de este Gltimo por la oveja madre, la cual no establece un vinculo maternal
con este cordero (Ferreira, Gervais, Durkin, & Lévy, 1999). En una prueba de igualacion a
la muestra con demora, en la cual se entrena a sujetos a que se dirijan hacia el lugar de
donde emana el mismo olor que fue presentado previamente justo antes de la demora, la
inyeccion intraperitoneal de escopolamina impide la memoria a corto plazo del olor (Ravel,
Vigouroux, Elaagouby & Gervais, 1992). Por el contrario, la inyeccion intraperitonial del
inhibidor de la enzima que degrada a la ACh, la acetilcolinesterasa, la fisostigmina, mejora
el desempefio en una tarea de reconocimiento del olor (Doty, Bagla & Kim, 1999).

En cuanto a la formacion de memorias incidentales, se ha demostrado que,

empleando una tarea simple de habituacion a un olor no socialmente relevante ni asociado a
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consecuencias importantes para el individuo, tanto la administracion sistémica de
escopolamina (Hunter &Murray, 1989), como la lesion en la zona medial de la extremidad
horizontal de Broca (mDBh; Paolini & McKenzie, 1993), impiden la formacion de la
memoria de reconocimiento olfativa a corto plazo. De acuerdo con la observacién de que la
acetilcolina interviene en los primeros estadios de la formacién de memorias de
reconocimiento, no es extrafio el descubrimiento de que la administracién sistémica de
escopolamina durante la adquisicion/consolidacion de la memoria olfativa, pero no si la
inyeccion intraperitoneal es dada 15 minutos antes de la evocacion, en una prueba simple
de habituacion a largo plazo (Miranda et al., 2009). A pesar de los avances de la
investigacion en este tema los mecanismos concretos de la modulacion colinérgica en la

formacion de memorias de reconocimiento olfativas se desconoce (Wilson, 2006).
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4. Planteamiento del problema.

Paolini y McKenzie (1993) realizaron cuatro sesiones de una adaptacion del protocolo de
habituacién-deshabituacién desarrollado por Hunter y Murray (1989), descubrieron que al
décimo dia las ratas no mostraron la disminucion en el tiempo de olfateo hacia un olor al
que previamente han sido expuestas. De Gasperin-Estrada, Camacho y Paredes (2008),
emplearon una adaptacion propia del mismo protocolo (Hunter & Murray, 1989) vy
encontraron que el fendmeno de habituacion a largo plazo dejaba de darse al séptimo dia.
Miranda y colaboradores (2009) demostraron que en una sola exposicién los sujetos son
capaces de retener el recuerdo del olor al menos 24 horas, encontrando la disminucion de la
conducta de exploracion durante la segunda exposicion a un olor 24 horas después de la
primera. La pregunta que surge es ¢la habituacion a un olor mostrada por ratas después
de la primera exposicion a este olor es mantenida por mas de 24 horas?

La generalizacion se entiende como la emision de respuesta por parte de un
organismo ante un estimulo con el cual no ha sido condicionada esta respuesta, pero que
comparte algunas caracteristicas con el estimulo que si ha sido condicionado (Anderson,
2001a). ¢En comparacién con el olor presentado por segunda vez, un olor nuevo es
capaz de aumentar los tiempos de exploracion?

Se ha reportado que la administracion sistémica de escopolamina impide la
formacion de memorias de reconocimiento olfativo a largo plazo, existe evidencia que
sugiere que la participacion del sistema colinérgico en la corteza insular es importante para
la formacidn de nuevas memorias, incluyendo las memorias incidentales (aquellas que no
estan asociadas con consecuencias relevantes para la supervivencia del organismo, ni son
socialmente relevantes), asi como también hay pruebas de la participacion de la corteza

insular en los primeros estadios de la formacion de memorias olfativas, la pregunta es ¢el
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bloqueo de los receptores muscarinicos en la corteza insular impide la formacion de
memorias de reconocimiento olfativas a largo plazo? La respuesta a esta pregunta
supondria que la corteza insular, a través de la actividad colinérgica, forma parte del

engrama que permite el reconocimiento a largo plazo de un olor.
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5. Hipdtesis
a) La habituacion al olor, después de la primera exposicion a éste, se mantiene por mas de

24 horas.

b) Un olor novedoso que se presente después de olores familiares, incrementa la conducta

de exploracién, esto es el tiempo de olfateo.

c) El blogueo de los receptores muscarinicos en la corteza insular antes de la presentacion

de olores novedosos impide la formacién de las memorias de reconocimiento olfativas a

largo plazo.
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6. Objetivos

6.1. OBJETIVO GENERAL.

Estudiar a través de una tarea simple la memoria de reconocimiento olfativa a largo plazo
para saber la capacidad de retencion a largo plazo de olores con diferente relevancia, asi
como si existe generalizacion de la habituacion a estos olores. Asimismo, evaluar la
funcion de la actividad colinérgica en la corteza insular durante la formacion de las
memorias olfativas a largo plazo, a través de la manipulacion farmacoldgica de sus

receptores muscarinicos.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.
a) Establecer el protocolo de habituacion al olor a largo plazo y comprobar si la respuesta

de habituacion es mantenida con intervalos de 24, 48 y 72 horas.

b) Estudiar si existe el fendmeno de generalizacion de la habituacion de la respuesta de
olfateo a olores familiares y novedosos en el mismo dia, para determinar si los sujetos

discriminan estos dos estimulos.

c) Determinar si los receptores muscarinicos en la corteza insular son necesarios durante la

formacion de la memoria de reconocimiento al olor, a través de infusiones de escopolamina

(antagonista muscarinicos) inmediatamente antes de la presentacion de un olor novedoso.
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7. Materiales y métodos

7.1. Sujetos

Se emplearon en total 69 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, de 250 — 300 g de peso
al llegar al vivario de laboratorio, de los cuales uno tuvo que ser excluido al enfermar y
morir antes de terminado el experimento. Segun los estandares de trabajo del laboratorio las
ratas fueron mantenidas en cajas individuales con agua y alimento ad libitum bajo un ciclo
de luz invertido de doce horas de luz (9:00 p.m a 9:00 a.m) y doce de oscuridad (9:00 a.m a
9:00 p.m), en un cuarto con temperatura regulada a 23°C. Los trabajos se realizaron durante
la fase de oscuridad, siendo la fase de mayor actividad de los animales. Los sujetos fueron
mantenidos en estas condiciones al menos una semana antes y hasta terminado el
experimento. Todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la
Guia del Cuidado y USI de Animales de Laboratorio y Reglas en la Materia de Salud NIH
(Secretaria de Salud, México) y son aprobados por el Comité de Etica Animal del Instituto

de Neurobiologia, Universidad Nacional Autdnoma de México.

7.2. Olores

Se utilizd esencia de menta (Just, Walzehausen, Switzerland; en una concentracion 1:10) y
acetato de amilo (Sigma-Adrich, Milwaukee, WI; en una concentracion 1:10) como olores
neutrales/ no socialmente relevantes. Orina de hembras en la fase de estro se emple6 como

olor con relevancia social (De Gasperin-Estrada et al., 2008).
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7.2.1. Recoleccidn de orina de hembra en estro.

La orina fue recolectada con una jeringa de 1ml de una superficie de acero inoxidable
completamente limpia, sobre la cual orinan las hembras en estro®. Las hembras permanecen
sobre esta superficie hasta que orinan. Las muestras de orina de diferentes ratas en estro se
colocan juntas en los mismos tubos eppendorff y se mantienen congeladas hasta el

momento de la prueba (De Gasperin -Estrada et al., 2008).

7.3. Procedimiento de habituacion al olor
Una semana después de su llegada al bioterio, las ratas fueron colocadas dentro de una caja
cubica de acrilico con la base de reja de acero inoxidable (28x22x22cm), comUnmente
usada para tareas de aprendizaje de contexto y acondicionada para los experimentos de
habituacion al olor. La caja tiene una ranura libre, que comunica al exterior, ubicada a una
distancia de 6cm de la base. La cara posterior y lateral derecha de la caja se encuentran
cubiertas con papel blanco para evitar distracciones al animal. La cara lateral izquierda es
de lamina, y es donde se localiza la ranura. La cara frontal esta libre, para poder observar a
las ratas. En la ranura se pone una cajita para pesar (3x3cm) con un filtro previamente
humedecido ya sea con 10ul de agua o del olor que corresponda.

Para evitar el estrés de la manipulacién las ratas fueron expuestas a un periodo de
habituacion. Esté periodo consta de dos fases: la primera en la cual las ratas son habituadas
al trato del experimentador, consta de tres dias en los cuales el experimentador manipula a

las ratas dentro del cubiculo y delante de la caja donde se llevan a cabo las pruebas por tres

*Hembras de la cepa Wistar, gonadectomizadas al menos 2 semanas antes de la recoleccion. Cada hembra es
inyectadas con 25 pg de benzoato estradiol 52-56 h y 1mg progesterona 4-6 h antes de ser colocadas sobre la
superficie de acero (De Gasperin -Estrada et al., 2008).
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minutos cada dia. Con esto se logra que las ratas se acostumbren al contexto y al olor del
experimentador. La segunda en la cual las ratas son habituadas a la caja donde se llevan a
cabo los trabajos con olor. Consta de tres dias en los cuales se les deja a las ratas por tres
minutos dentro de la caja, en la cual se coloca un plato plastico para pesar con un trozo de
papel humedecido con agua (10ul) y se registra el tiempo que estas colocan la nariz al
mismo tiempo que mueven las narinas en la ranura y/o a una distancia de 5¢cm al rededor.
Un total de 32 sujetos fueron empleados en esta tarea. Durante la fase de
adquisicién del olor (Dia 1; ver Fig. 10) las ratas fueron colocadas en la cémara
acondicionada para los trabajos con olor y se les present6 un papel humedecido con agua a
través de la ranura de la caja. Pasados 3 minutos, durante los cuales registro el tiempo que
las ratas olfatearon a través de la ranura (medida que se tomo como linea base), la ranura
quedo libre por un minuto, inmediatamente después de lo cual se colocd papel filtro
humedecido con el olor a menta (10ul en una concentracion 1:10; Just, Walzehausen,
Switzerland) por tres minutos e igualmente se tomo el tiempo que la rata pasé olfateando a
través de la ranura. El dia de prueba (Dia 2; ver Fig. 10), se realizo 24 horas después del dia
1. Al igual que el dia de adquisicion, en el dia de prueba los sujetos son puestos
nuevamente en la misma camara, de igual manera son expuestos por tres minutos a trocitos
de papel filtro humedecidos con agua desionizada a través de la ranura que posee esta
camara, seguido por un intervalo de un minuto durante el cual la ranura queda libre,
inmediatamente seguido por un intervalo de tres minutos durante el cual se expuso a los
sujetos a un trocito de papel filtro humedecido con olor a menta a través de la ranura. Tanto
en el tiempo de exposicion al agua como al olor se cuantifico el tiempo que los sujetos
investigaban la ranura. Las fases de adquisicion (Dia 3; ver Fig. 10) y prueba (Dia 4; ver

Fig. 10) se repiten 24 horas después del dia 2 con el olor de acetato de amilo (10ul en una
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concentracion 1:10; Sigma-Adrich, Milwaukee, WI). El orden de los olores fue
contrabalanceado entre sujetos en este caso. Se considera como medida de exploracion del
sujeto el tiempo que los sujetos colocan la nariz al mismo tiempo que mueven las narinas
en la ranura y/o a una distancia de 5 cm alrededor. Los animales fueron manipulados con

gentileza en el transcurso de todo el trabajo. (ver Fig. 10).
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Figura 10. Protocolo de habituacion al olor. Este grupo se conformo de 32 sujetos.

Este grupo sirvid para establecer el protocolo de memoria de habituacion al olor a largo
plazo estandarizado ya por el laboratorio. Los datos obtenidos con este grupo no se

muestran.

7.4. Protocolo de generalizacion y curva de retencion a largo plazo al olor.

Para el estudio de la generalizacién en el protocolo de habituacién al olor se emplearon 16
sujetos, los cuales fueron, al igual que el grupo anterior, habituados a los procedimientos
experimentales antes de empezar el experimento. Durante la fase de adquisicion (Dia 1; ver
Fig. 11A) se registraron tres minutos de linea base y el tiempo de olfateo hacia un olor
novedoso, después de lo cual los sujetos fueron devueltos a sus cajas hasta el dia siguiente.
El dia de prueba (Dia 2; ver Fig. 11A), después de los tres minutos de linea base y de los

tres minutos de exposicion al olor familiar, con su respectivo intervalo de un minuto entre
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ellos, se dej6 a los sujetos 5min mas en la caja con la ranura libre, después de lo cual se
tomod una nueva la linea base por tres minutos en presencia de un trozo de papel filtro
humedecido con agua, seguido por un olor novedoso (olor NOVEDOSQ?) por tres minutos
con el mismo intervalo de un minuto entre la linea base y el otro olor. Esta misma etapa se
repitié un dia mas (Dia 3; ver Fig. 11A) con el tercer olor (olor NOVEDOSQO’). El dltimo
dia (Dia 4; ver Fig. 11A) se realizd la prueba en la que solo se registra la linea base y el
tiempo de exposicion al olor familiar por tres minutos cada uno (ver Fig. 11A). El orden en
la presentacion de los olores no se balancea. Siempre es presentado en primer lugar el olor
de orina de hembra en estado de estro, en segundo lugar el olor a menta y en tercer lugar el
olor de acetato de amilo.

Empleando el mismo protocolo descrito en el parrafo anterior y con el fin de
estudiar el tiempo de retencién de la memoria de reconocimiento olfativa, los 16 sujetos
fueron subdivididos en 3 grupos, en cada grupo se incrementé el intervalo de tiempo entre
la presentacion del olor novedoso y la presentacion del olor familiar. En el primer grupo
(n=4) el tiempo entre la presentacion del olor novedoso y el olor familiar fue de 24 h, para
el segundo grupo (n=4) el tiempo fue de 48 h y para el tercer grupo (n=8) el tiempo fue de
72 h. En el cuadro que se presenta a continuacion (Fig. 11), se muestra el orden y la
secuencia de procedimientos que se realizaron en cada uno de los 3 subgrupos (A, By C)

para esta fase experimental.
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Figura 11. Protocolo de habituacién al olor, evaluacién de generalizacién de la respuesta

olfativa y curva de retenciéon. Se muestran los tres subgrupos (A, B y C), los cuales difieren

en el tiempo de retencidn, con intervalos de 24 (n=4), 48 (n=4) y 72 (n=8) horas entre la

primera presentacion y la segunda de un mismo olor (NOVEDOSO y FAMILIAR

respectivamente).

7.5. Protocolo de cirugia e infusiones.

7.5.1. Cirugia esterotaxica para implantacion de canulas

Después de una semana en el vivario del laboratorio, un total de 20 sujetos fueron

sometidos a cirugia con la ayuda de un aparato estereotaxico para roedores. La anestesia

consistié en una mezcla de xilacina (6 mg/kg) y ketamina base (70 mg/kg), inyectada por

39




via intraperitoneal. Mediante la técnica de cirugia estereotéxica se hizo el implante bilateral
de dos canulas de acero inoxidable de 12 mm de largo en la corteza insular, teniendo como
referencia las siguientes coordenadas a partir de Bregma: anteroposterior +1.2 mm,
mediolateral +/- 5.5 mm y dorsoventral —-3.0mm, con base en el atlas de Paxinos y Watson

(1998).

7.5.2. Infusion.

Una semana después de la cirugia, los sujetos (n=20) fueron entrenados bajo el protocolo
de habituacion antes descrito. Las infusiones se realizaron 15 minutos antes de empezar la
fase de adquisicion (ver Fig. 12), se emplearon inyectores cuya longitud fue 2 mm mayor al
de las canulas guia. Los inyectores fueron conectados a una jeringa Hamilton de 10ul a
través de un tubo pléstico, estas Ultimas se encontraban ajustadas a una bomba
automatizada para jeringas (Sage Instruments), la cual realizd la infusion. Los inyectores
fueron colocados dentro de las canulas, luego de lo cual un volumen del farmaco o el
vehiculo igual a 0.5ul fue bombeado en un minuto. Los inyectores se mantuvieron un
minuto adicional dentro de las canulas para evitar el reflujo de la infusion. La escopolamina
(a una concentracion de 60mg/ml; Sigma) fue disuelta en solucidn salina isoténica para su
administracion. La dosis y la ubicacion donde se realiz6 la administracion fueron elegidas
por haber demostrado efectos en otros tipos de memorias de reconocimiento (Gutierrez et
al., 2003; Bermudez-Rattoni et al. 2005; Miranda & Bermudez-Rattoni, 2006). La vida
media del fArmaco es en promedio de 4.5 h (Putcha, Cintrdén, Tsui, Vanderploeg & Kramer,
1989). Las infusiones fueron aplicadas bajo régimen doble ciego v, a diferencia del grupo
de generalizacién y curva de retencién, tanto el orden en la presentacion de los olores,

como el tipo de infusién (salina o escopolamina) que se administro fueron balanceados
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entre sujetos. Un grupo adicional de infusiones fantasma ‘“sham” no recibi6é infusién

alguna; en este grupo entraron aquello sujetos a los que se les desprendio el casco de

acrilico antes de poder realizarse las infusiones.
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Figura 12. Protocolo de habituacion al olor con infusion en la corteza insular. Las puntas de

flecha indican gue la infusion es dada 15 minutos antes de empezar la fase de adquisicion.

Este grupo esta compuesto por 20 sujetos.

7.5.3. Sacrificio y Perfusion.

Una vez finalizado el

protocolo conductual,

los animales fueron

inyectados

intraperitonealmente con una sobredosis de pentobarbital sédico (115 mg / kg) y fueron

perfundidos con una sonda incrustada en el ventriculo cardiaco izquierdo a través de la cual

se inyectd solucion salina isotonica (a una concentracion 9.0 g/l). Una vez removida toda la

sangre del organismo se extrajo el cerebro y se conservo en una solucion de formalina al

10% durante una semana para fijar el tejido. Posteriormente los cerebros se cambiaron a

una solucién de sacarosa al 30%, en la que se mantuvieron durante un minimo de siete dias

hasta el momento de ser cortados.
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7.5.4. Histologia.

Se realizaron cortes coronales de 50 um de grosor en un micrétomo (Leica) a -30°C. Los
cortes fueron colocados en portaobjetos gelatinizados para su tincion con violeta de cresilo.
Una vez tefiidos se examinaron en un microscopio Optico para determinar el lugar en que
los inyectores fueron colocados. Sélo aquellos que alcanzaron la corteza insular y no

presentaron necrosis tisular fueron tomados en cuenta para el analisis estadistico.

7.6. Andlisis de datos.

Para el andlisis de datos se registré el tiempo de exploracion (olfateo) en la ranura de cada
uno de los sujetos en cada condicion como factor intra-sujetos (medidas repetidas) y los
diferentes tratamientos como medida entre-sujetos (grupos). Para el analisis estadistico se
empled el andlisis de varianza (ANOVA) para medidas repetidas entre las diferentes
mediciones, ANOVA factorial, pruebas post hoc Fisher’s PLSD para detectar diferencias
entre grupos y se emplearon pruebas “t” cuando se considerd necesario. Ademas se empleo
estadistica no-paramétrica en los casos en los que no fue posible aplicar estadistica
paramétrica. Comparaciones simples se realizaron con la prueba “U de Mann-Whitney” y
en cuando se tuvieron que realizar comaparaciones con mas de dos distribuciones se
empleo la prueba “Kruskal-Wallis”. Los resultados fueron analizados con el programa

Sigma Plot version 11.0 para Windows (Systat Sofware, Inc.)
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8. Resultados.

Debido a que algunas de las distribuciones no pasaron la prueba de normalidad de la
varianza (Shapiro-Wilk) o no pasaron la prueba de equidad de la varianza se opto por
emplear estadistica no-paramétrica en todos los casos excepto en la curva de evocacion del
olor de acetato de amilo a largo plazo, generalizacién en el grupo con 72 hrs de demora y
para el estudio de las infusiones en la corteza insular durante la formacién de memorias de
reconocimiento olfativo.

El primer grupo de 32 sujetos se empleo para replicar datos previamente obtenidos
en el laboratorio con el fin de establecer el protocolo antes de las manipulaciones

experimentales. Los datos no se reportan.

8.1. Habituacion al olor a largo plazo e intensidad de la habituacion (evocacion).

Con el fin de conocer si la memoria de habituacion al olor podia evocarse después de
intervalos mayores a 24 horas se comparo el tiempo de exploracion al olor (orina de
hembra en estro en el primer caso) novedoso contra el tiempo de exploracion al olor
familiar, ademéas se comparo el tiempo de exploracion al agua deshionizada contra el
tiempo de exploracion al olor novedoso. Se compararon los grupos entre si para identificar
diferencias entre ellos en los tiempos de exploraciéon de linea base, tanto en la fase de
adquisicién como en la de prueba, asi como en el tiempo de exploracién al olor novedoso y
familiar. Comparaciones simples no arrojan diferencias significativas solo entre la linea
base del dia 1 y la primera exposicion a la orina de hembra en estado de estro para los
grupos con demoras de 24 horas (p>0.05) y 48 horas (p>0.05), solo para el grupo con una

demora de 72 horas las diferencias fueron significativas (p<0.05). No se demuestran
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diferencias significativas entre el olor novedoso y familiar de orina de hembra en estado de
estro (p>0.05), excepto para el grupo de 72 horas de demora entre el olor novedoso y
familiar (p<0.05), las comparaciones entre los tres grupos no arrojan diferencias
significativas en todos los momentos en que se midié la exploracion de los sujetos (p>0.05;

ver Fig. 13).
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Figura 13. Grafica del tiempo de exploracién durante la prueba de retencion de la memoria

al olor a largo plazo para el olor de orina de estro. Grupos 24h n=4; 48h n=4; 72h n=8. LB=
linea base; H20= agua; Adqg= adquisicion o primera exposicion a un olor; Prueba= prueba
de evocacion o segunda exposicion a un olor; Estro= orina de hembra en estado de estro.

&= p<0.05.

Para el olor a menta se hicieron las mismas comparaciones (Fig. 14), las comparaciones
entre los tres grupos no reportan diferencias significativas entre los tres grupos (p>0.05) en
ningn momento. Se encuentran diferencias significativas entre la primera y la segunda
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exposicion a este olor solo para el grupo con demora de 72 horas (p<0.05; ver Fig. 14), no
siendo significativa en los casos de los otros dos grupos (p>0.05). No se encontraron
diferencias significativas entre el tiempo de exploracién al agua dezhionizada y la menta

novedosa para ninguno de los tres grupos.

Figura 14. Gréfica del tiempo de exploracion durante la prueba de retencion de la memoria
al olor a menta a largo plazo. Grupos 24h n=4; 48h n=4; 72h n=8. LB= linea base; H20=
agua; Adg= adquisicién o primera exposicion a un olor; Prueba= prueba de evocacion o

segunda exposicion a un olor; Menta= olor a menta. &= p<0.05

46



En el caso del olor de acetato de amilo el ANOVA de medidas repetidas no reporta
diferencias significativas entre los tres grupos [F; (2,13) = 0.595, p>0.05] ni para la
interaccion ente las medidas repetidas y el grupo [F; (2,6) = 1.325, p>0.05]. Sin embargo
arroja diferencias entre las medidas repetidas [F; (2,3) = 7.795, p<0.05]. Un ANOVA
factorial revela diferencias significativas sélo entre la prueba entre el grupo con demora de
24 horas (24h) y con el grupo de 72 horas (72h; F; (2,13) = 5.243, p<0.05); post hoc

Fisher’s PLSD 24h , 72h p<0.05; ver Fig. 15).

47



Figura 15. Gréfica del tiempo de exploracion durante la prueba de retencion de la memoria
al olor a largo plazo para el olor de acetato de amilo. Grupos 24h n=4; 48h n=4; 72h n=8.
LB= linea base; H20= agua; Adg= adquisicién o primera exposicion a un olor; Prueba=
prueba de evocacién o segunda exposicion a un olor; AA= olor de acetato de amilo; &=

p<0.05.
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8.2. Generalizacion.

Con el fin de conocer si la respuesta de habituacion observada el dia de la prueba hacia el
olor familiar no podia ser evocada por un olor novedoso se comparo el tiempo de
exploracion hacia el olor familiar’ y el novedoso’ los cuales son diferentes olores
presentados el mismo dia (ver dia 2 Fig. 11), ademas de comparar el olor novedoso’ con el
olor familiar’, el cual es el mismo olor pero presentado en dos dias diferentes (ver dia 1y 2
Fig. 11). Para el grupo con 24 horas de demora entre el olor novedoso y familiar no se
encontro ninguna diferencia significativa al comparar los tiempos de exploracion en las dos
exposiciones para ninguno de los tres olores (p>0.05), ni cuando se compararon el olor
familiar con el novedoso cuando estos eran distintos (p>0.05; ver Fig. 16). Lo mismo se
repite para el grupo con 48 horas de demora (olor novedoso’ vs familiar’ p>0.05; olor
familiar’ vs novedoso’” p>0.05; ver Fig. 17). Las Unicas diferencias significativas que se
encontraron con pruebas t entre los olores novedoso y familiar de orina de hembra en estro
(p<0.05) y a menta (p<0.05), asi como la comparacién entre orina de hembra en estro y el
olor a menta familiar (p<0.05; ver Fig. 18) en el grupo con demora de 72 horas (n = 16

total; subgrupos 24h = 4; 48h = 4; 72h = 8).
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Figura 16. Grafica que muestra la generalizacién entre un olor familiar y uno novedoso
para los tres olores empleados, solo en el grupo con una demora de 24 horas entre la
primera y la segunda exposicion al mismo olor. Grupo 24h n=4. Adg= adquisicion o

primera exposicion a un olor; Prueba= prueba de evocacion o segunda exposicion a un olor;
Estro= orina de hembra en estado de estro; Menta= olor a menta; AA= olor de acetato de

amilo.
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Figura 17. Gréfica que muestra la generalizacion entre un olor familiar y uno novedoso
para los tres olores empleados, solo en el grupo con una demora de 48 horas entre la
primera y la segunda exposicion al mismo olor. Grupo 48h n=4. Adg= adquisicion o

primera exposicion a un olor; Prueba= prueba de evocacion o segunda exposicion a un olor;
Estro= orina de hembra en estado de estro; Menta= olor a menta; AA= olor de acetato de

amilo.
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Figura 18. Grafica que muestra la generalizacion entre un olor familiar y uno novedoso
para los tres olores empleados, solo en el grupo con una demora 72 horas entre la primera 'y
la segunda exposicion al mismo olor. Grupo 72h n=8. Adg= adquisicion o primera
exposicion a un olor; Prueba= prueba de evocacion o segunda exposicion a un olor; Estro=
orina de hembra en estado de estro; Menta= olor a menta; AA= olor de acetato de amilo; &

= p<0.05.
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8.3. Efectos de las infusiones de escopolamina en la corteza insular durante la
formacion de la memoria al olor.

Para lograr el Gltimo objetivo, veinte del total de los sesenta y nueve sujetos fueron
sometidos al mismo protocolo de habituacion al olor descrito en el apartado 7.5 (ver Fig.
12). Los resultados se muestran en la figura 19. El analisis estadistico de medidas repetidas
(ANOVA) revela que no hay diferencias por grupo [F; (2,17) = 2.975, p>0.05] ni existe
interaccion entre grupo (infusion salina, escopolamina y sham) y medidas repetidas (olor
novedoso y familiar; [F; (2,6) = 0.595, p>0.05]), sin embargo revela diferencias
significativas entre las mediciones [F; (2,3) = 18.089, p<0.05] para el olor de acetato de
amilo. Pruebas “t” rebelan diferencias significativas en el tiempo de olfateo entre la linea
base y el olor de acetato de amilo en la fase de adquisicion (p<0.05) para los tres grupos,
pero solo para el grupo que recibid infusiones de solucidn salina las diferencias entre las

dos exposiciones a este mismo olor fueron significativas (p<0.05; ver Fig. 19).
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Figura 19. Grafica del tiempo de exploracion durante la prueba de habituacion de olor a
largo plazo para el olor de acetato de amilo. Grupos Escopolamina n=7; Salina n=8; Sham
n=5. LB= linea base; Adg= adquisicion o primera exposicion a un olor; Prueba= prueba de

evocacion o segunda exposicion a un olor; AA= olor de acetato de amilo. &= p<0.05

En el caso del olor a menta el ANOVA de medidas repetidas revela diferencias
significativas entre grupos [F; (2,17) = 6.869, p<0.05] y entre las medidas repetidas [F;
(2,3) = 4.140, p<0.05] sin diferencias significativas por interaccion por grupo y medidas
repetidas [F; (2,6) = 1.002, p>0.05]. La prueba post hoc Fisher’s PLSD revela diferencias
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entre el grupo con infusion de solucion salina y el grupo sham (p<0.05) y entre los grupos
con infusiones de solucién salina y escopolamina (p<0.05), no siendo significativa la
diferencia entre el grupo con infusion de escopolamina y el grupo sham, el cual no recibio
ninguna infusién (p>0.05). Como puede apreciarse en la figura 19 el grupo con infusion de
solucién salina tiene una respuesta de exploracién menor a la que tienen los otros dos
grupos tanto en las lineas bases como en los momentos en los que son expuestos al olor a
menta, tanto novedosa como familiar. Pruebas “t” rebelan diferencias significativas en el
tiempo de olfateo entre la linea base y el olor a menta en la fase de adquisicion (p<0.05)
para los tres grupos, pero solo para el grupo sham las diferencias entre las dos exposiciones

a este mismo olor fueron significativas (p<0.05; ver Fig. 20).
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Figura 20. Grafica del tiempo de exploracion durante la prueba de habituacion de olor a
largo plazo para el olor a menta. Grupos Escopolamina n=6; Salina n=6; Sham n=8. LB=
linea base; Adg= adquisicidn o primera exposicién a un olor; Prueba= prueba de evocacién

0 segunda exposicion a un olor; Menta= olor a menta. &= p<0.05
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9. Discusion.

9.1. Habituacion al olor a largo plazo e intensidad de la habituacion (evocacion).

En el experimento de habituacion al olor a largo plazo e intensidad de la habituacion
(evocacion) se evalud el tiempo de retencién de la memoria de habituacion a un olor a largo
plazo en tres grupos. Los resultados sugieren una tendencia en los tres grupos para los tres
olores (Fig. 13, 14 y 15) hacia la reduccion del tiempo de exploracion cuando el olor es
familiar en comparacion con el tiempo de exploracion cuando este olor resulta novedoso,
siendo esta significativa solo para el grupo con demora de 72 horas para los olores de orina
de hembra en estro y el olor a menta (Fig. 13 y 14). Cabe destacar que este grupo es el que
posee mayor numero de sujetos de los tres (8 vs 4), sugiriendo que la falta de diferencias
significativas en los otros grupos en el tiempo de exploracion entre la primera y segunda
presentacion de estos olores (orina de hembra en estro y menta) podria deberse a lo
reducido de la muestra. En el caso del olor de acetato de amilo se encuentra una diferencia
significativa entre el tiempo de exploracion del olor familiar entre los grupos con demora
de 24 y 72 horas entre las dos presentaciones de este olor, sin ser significativa la diferencia
entre el grupo con 48 horas de demora y estos dos grupos, encontrdndose en un punto
intermedio entre ambos, lo que asemeja a una curva dosis respuesta en la que se incrementa
el tiempo de exploracién al olor familiar conforme el tiempo de la demora entre la
presentacion del olor novedoso y familiar aumenta. La retencion se entiende como el
periodo entre la adquisicion y la evocacion de una memoria. La evocacion depende de las
rutas de recuperacion formadas en la fase de adquisicion, estas rutas se entienden como la
combinacién de elementos que forman un registro de memoria o recuerdo, estos elementos

se emplean como claves para evocar este recuerdo. Cuando el organismo atiende a estas
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claves asociadas a un registro de memoria, ya sea porque se encuentran en el ambiente en
ese momento o en los sistemas de ensayo (memoria de trabajo, atencion), activan sus
registros asociados en la memoria permanente (Anderson, 2001c). La frecuencia con la que
estos registros de memoria son activados determina la probabilidad de evocacion de la
memoria a la que subyacen, siendo mayor la probabilidad de evocacion cuando la
frecuencia de activacion de estos registros es mayor. Un intervalo de méas tiempo entre la
activacion de la ruta de recuperacion de una determinada memoria de reconocimiento
implica una frecuencia menor de activacion de esta ruta de recuperacion, reduciendo la
probabilidad de evocacion de una determinada memoria proporcionalmente a la magnitud

del intervalo de retencién.

9.2. Generalizacion.

La deshabituacion en este trabajo se define como el incremento en el tiempo de exploracion
olfativa por parte del sujeto experimental debido a la presencia del un nuevo olor (Hunter &
Murray, 1989). Existen diferencias significativas entre el olor a estro y a menta, pero el olor
a menta novedoso produce una respuesta de exploracion menor que la orina en estro
familiar. Estas diferencias son estadisticamente significativas, al igual que el hecho de que
el tiempo de exploracién al olor a menta novedoso sea mayor que el olor a menta familiar,
al menos en el grupo con demora de 72 horas (Fig. 18), este hecho sugiere que los sujetos
no estan generalizando su respuesta ya que es apreciable una disminucion significativa en
la segunda exposicion al olor a menta y el hecho de que el tiempo de exploracion al olor a
menta novedoso sea menor que el tiempo de exploracion al olor de orina de hembra en
estro coincide con estudios previos (De Gasperin-Estrada, et al., 2008; Miranda, et al.,

2009) que indican que el olor de orina de hembra en estado estro es un estimulo relevante y
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preferido por las ratas macho sin experiencia sexual. ElI fendmeno en el cual el olor
novedoso produce un incremento en la respuesta de exploracion en comparacion con la
respuesta causada por el olor familiar puede observarse ante el olor a menta y el olor de
acetato de amilo, aunque no de forma significativa (Fig. 18). Estos experimentos deberan
replicarse aumentando la muestra y exponiendo a los individuos a estos olores de forma

contrabalanceada.

9.3. Bloqueo de los receptores muscarinicos de la corteza insular durante la formacion
de las memorias de reconocimiento olfativas.

Los resultados de los experimentos donde se bloquea a los receptores muscarinicos en la
corteza insular durante la presentacion del olor de acetato de amilo 0 menta, demuestran
gue la escopolamina no impide la capacidad olfativa de los animales ya que se observa un
incremento, al igual que en los grupos control, en el tiempo de olfateo en comparacion con
la linea base, cuando se presenta por primera vez estos olores, (Fig. 19 y 20; acetato de
amilo y menta novedosos). Y replica resultados previos de otros grupos (Hunter & Murray,
1989; Miranda et al., 2009). La comparacién en los tiempos de exploracion al olor
novedoso y del olor familiar de acetato de amilo revela una disminucion significativa en el
segundo caso, siendo significativa solo en el subgrupo que fue infundido con salina, el cual
es el subgrupo con la mayor cantidad de sujetos de los tres (ver Fig. 19), lo cual siguiere
que al incrementarse el tamafio de la muestra en todos los grupos podrian replicarse las
diferencias significativas reportadas previamente en otros trabajos del laboratorio. Esta
posibilidad es apoyada por la evidencia encontrada en el experimento en el que se utilizo
olor a menta, con la diferencia de que el Unico grupo que demostré una reduccion

significativa en el tiempo de olfateo al olor a menta familiar en comparacion con el tiempo
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de exploracién al olor a menta novedoso fue el subgrupo sham, el cual se compone de la
muestra de sujetos mas amplia en este caso (ver Fig. 20).

La actividad de la corteza insular estad fuertemente implicada en los primeros
momentos de la percepcion de olores (Shipley et al., 1995; Buck, 2001; Sdnchez-Andrade,
et al. 2005), pero existe la posibilidad de que la actividad mostrada por la corteza insular se
deba a la participacién de otros neurotransmisores como el glutamato. Se han demostrado
deficiencias en una tarea de discriminacion de olores debidas a la administracion créonica
intracerebroventricular del antagonista competitivo de los receptores a N-metil-D-aspartato
(NMDA), el acido D-amino-fosfono-valerico (AP5). Esta manipulacion farmacoldgica solo
afecta a la adquisicion de nuevos olores, dejando intactas la memorias de reconocimiento
olfativas previamente adquiridas (Staubli, Thibault, DiLorenzo & Lynch, 1989).

Con respecto a estructuras que podrian estar implicadas en la memoria de olor, se ha
reportado que las lesiones o la inactivacion por TTX en la BLA impiden el aprendizaje de
aversion al olor potenciada por sabor (TPOA) pero no impide la aversion al sabor solo en
este paradigma (Bermudez-Rattoni, Rusiniak & Garcia, 1983; Hatfield, Graham &
Gallagher, 1992), ademas se ha reportado que el bloqueo de los receptores B-adrenérgicos
con propanolol de la BLA impide el aprendizaje del condicionamiento aversivo al olor
(CAO; Miranda, Ferry, & Ferreira, 2007).Las neuronas colinoceptivas conforman el 80%
de las neuronas corticales que contienen altas concentraciones de la proteina MAP-2, cuya
fosforilizacion esta implicada en la plasticidad cerebral, estas neuronas colinoceptivas
reciben entradas de casi todos los neurotransmisores y 20% de estas neuronas, no son
colinérgicas (Wolf, 1998). La participacion de los receptores noradrenergicos en la BLA no

niega la participacion de los receptores muscarinicos, y el fendmeno reportado por Miranda
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y colaboradores (2009), donde la administracion sistémica de escopolamina antes de la
primera presentacion de un olor impide su reconocimiento 24 horas después podria deberse
al blogueo de los receptores muscarinicos en la BLA, siendo un buen sitio donde seguir

experimentando.
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10. Conclusion.

El protocolo de habituacion al olor a largo plazo es replicable, facil y rapido de realizar,
siendo un modelo atil para el estudio de la memoria a largo plazo, pero requiere de
muestras mayores a 10 sujetos. Con algunas modificaciones este protocolo podria servir
para el estudio de la generalizacion en memorias de reconocimiento olfativas debida a
manipulaciones farmacologicas. El tiempo de retencion de estas memorias se sugiere es de
al menos 72 horas y queda aun por definir el tiempo maximo de retencion para otros olores.

La participacion colinérgica de la corteza insular en la tarea simple de habituacion al
olor a largo plazo no parece ser necesaria en la fase de adquisicion de la memoria de un
olor novedoso. Queda aun por determinar si la accion de la escopolamina en la Cl durante
la fase de adquisicion de las memorias de olores con relevancia social (p.e. orina de estro)

como ha sido reportado previamente a nivel sistémico (Miranda et al., 2009).
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