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RESUMEN

La capacidad cognoscitiva que consiste en detectar la novedad o familiaridad de
un estimulo es una funcion de la memoria de reconocimiento, la cual puede ser
de corto o largo plazo. En este trabajo se probaron los efectos de la
administracion post-adquisicion del antagonista a receptores muscarinicos,
escopolamina, en un paradigma que evallua la memoria de reconocimiento de
objetos en ratas. La escopolamina fue administrada bilateralmente en la corteza
perirrinal o en el hipocampo de ratas inmediatamente después de la adquisicion y
la memoria de reconocimiento se probd a corto plazo (90 minutos) y a largo
plazo (24 horas). Los resultados muestran que la escopolamina deteriord la
memoria de reconocimiento a corto plazo cuando fue inyectada en la corteza
perirrinal o en el hipocampo. Sin embargo, la memoria a largo plazo solamente
se deteriord cuando la administracién fue en la corteza perirrinal. Cuando la
administracion fue retardada 160 minutos después de la adquisicién, no se

obtuvo ningun efecto sobre la memoria de reconocimiento.

Estos datos indican que la memoria a corto plazo requiere de la activaciéon de los
receptores muscarinicos, tanto en la corteza perirrinal como del hipocampo,
mientras que para la memoria a largo plazo depende solamente de la actividad
de los receptores muscarinicos en la corteza perirrinal. Estos resultados dan
evidencia de una participacion diferencial de la actividad muscarinica durante la
formacién de la memoria de reconocimiento en estas dos estructuras del I6bulo

temporal medial.




INTRODUCCION

Una de los procesos basicos de los organismos dotados de sistema nervioso es la
memoria. La memoria es el proceso a través del cual un organismo puede
retener y evocar la informacion que experimenta (Bailey C., Bartsch D., Kandel
E., 1996) quedando manifestada a través de los cambios conductuales que
suponen, también, cambios plasticos entre la conectividad de un sistema

neuronal.

El estudio cientifico de la memoria concibe sistemas de memorias, los cuales se
componen de mecanismos para la adquisicidon, retencion y evocacion de la
informacion que utilizan ciertas reglas de operacion (Tulving, 1985 en Bermudez
& Prado, 2001). A mediados del siglo XX, Gerard y Hebb propusieron la teoria del
trazo dual de la memoria, la cual sugiere que la estabilizaciéon de la actividad
neuronal reverberante, subyacente de la memoria a corto plazo, produce
memoria a largo plazo (Gerard, 1949 y Hebb, 1949 en McGaugh, 2000). Sin
embargo, el hallazgo acerca de que algunos inhibidores de sintesis de proteinas,
como la anisomicina, no evitan el aprendizaje de tareas pero si interrumpen la
memoria del entrenamiento, sugiere la existencia de, al menos, dos etapas de la
memoria en la cual la sintesis de proteinas es solamente requerida para la
consolidacién de la memoria a largo plazo (McGaugh, 2000). Las fases de la
consolidacion de la memoria, al parecer, no se encuentran secuencialmente
ligadas como es propuesto por la hipétesis del trazo dual, y se distinguen por la
persistencia en el tiempo de la informacién (fig. 1): la memoria de corto plazo
tiene la cualidad de ser transitoria y de una duracién de unos segundos hasta
algunas horas, por lo que también es llamada memoria de trabajo. La memoria
de largo plazo es persistente a través del tiempo y puede durar horas y meses
(Bermudez & Prado, 2001). Por ultimo, se ha postulado la existencia de la
memoria de larga duracién, la cual implica la interacciéon de sistemas cerebrales
sobre la reorganizacién en los sistemas de memoria y la estabilizacién de
conexiones distribuidas que permiten que la informacién se almacene mas alla de

los meses, afios e incluso en toda la historia de vida (McGauh, 2000).




Un modelo tentativo de la taxonomia de la memoria, propuesto por Squire y
Morgan (1996), subdivide los contenidos mnémicos de largo plazo en dos (fig. 2).
La memoria no declarativa es un tipo de memoria que no es accesible al recuerdo
consciente, es poco flexible y provee un acceso muy limitado al recuerdo
consciente y a los sistemas de respuestas que no estuvieron involucrados en el

aprendizaje original (Bermudez & Prado, 2001).

Memoria a corto plazo

Memoria a largo plazo Memoria de larga duracion
|

Intensidad de la memoria

Escala de tiempo logaritmica

Fig. 1. Fases de la consolidacion de la memoria. La teoria del trazo dual ha sugerido que la memoria a
corto plazo y las distintas fases en la memoria a largo plazo, no se encuentran secuencialmente ligadas
ya que la sintesis de proteinas solo es requerida para la consolidacidn a largo plazo. La evidencia de que
distintos farmacos pueden bloquear selectivamente la memoria a corto plazo (segundos a horas) o la
memoria a largo plazo (horas a meses) sugieren que las distintas etapas de la memoria consisten de
procesos independientes que actuian en paralelo. Etapas posteriores en la consolidacién que resultan
en memorias que perduran toda la vida, involucran la reorganizacion y la distribucion estabilizada de las
conexiones en los sistemas cerebrales (modificado de McGaugh, 2000).

Consta, ademas, de cuatro subtipos:

1. Memorias de habilidades, consiste en habitos motores y cognitivos cuyos
sustratos neuronales son las cortezas estriada, motora y el cerebelo (McCormick,
Clark, Lavond, & Thompson, 1982 en Squire, 2004).

2. El priming, fendmeno en el que una conducta es facilitada o entorpecida por la
informacidon a la que se tuvo acceso recientemente y es procesada por la

neocorteza (Tulving, & Schacter, 1990).
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Fig. 2 Taxonomia de la memoria a largo plazo, propuesto por Squire y Morgan (1996).En este modelo,

la memoria a largo plazo es dividida en dos clases. La memoria no declarativa comprende diversos

aprendizajes inconscientes y memoria de habilidades, cuyos cambios conductuales son independientes del

I6bulo temporal medial. Por otro lado, la memoria declarativa se caracteriza por su evocacion consciente y

tiene dos subclases: memoria episddica, que consiste de memoria para eventos autobiograficos; y la

memoria semantica, que consiste en el conocimiento enciclopédico del mundo. Las memorias semanticas

son impersonales y no requieren de un contexto autobiografico, mientras que las memorias episddicas son

personales. Esto incluye el cudndo y cdmo sucedieron los episodios y se encuentran acompanados por una

sensacion de experiencia personal, llamada conciencia autonoética (modificado de Squire & Morgan, 1996;

Henke, 2010)




3. Aprendizaje asociativo basico, que establece relacién entre estimulos y
respuestas que involucra a la musculatura esquelética con el cerebelo (Schacter
& Tulving, 1994).

4. Aprendizaje no asociativo, que consiste en la adquisicidon por la simple
presentacion de los estimulos cuyo procesamiento es a través de vias reflejas
(Schacter & Tulving, 1994).

Por otro lado, la memoria declarativa es definida como la memoria consciente
para los hechos y eventos y es de dos subtipos: la memoria episddica (o
memoria para los eventos personales) la cual engloba experiencias personales y
especificas en un particular espacio/tiempo. La memoria semantica contiene
informacion en general o “enciclopédica del mundo” (Zola-Morgan & Squire;
1993); para evaluarlas se usan mediciones explicitas que requieren del recuerdo
consciente de la informacion. La memoria declarativa consiste en un sistema que
adquiere informaciéon rapidamente, es accesible al recuerdo o evocacidn
consciente y ademas es flexible y disponible a multiples sistemas de respuesta
(Bermudez & Prado, 2001).

En contraste con las memorias no declarativas, en las cuales |la fase de
adquisicion de la informacién son extensas, la memoria declarativa requiere de
pocas exposiciones al material que sera aprendido (Winters B., Saksida L. y
Bussey T. 2008) y su sustrato neuronal es el I6bulo temporal medial (LTM), cuya
actividad es responsable de procesar, codificar y almacenar la informacién (fig.
3). Este modelo surge tras las deficiencias observadas en la memoria del
paciente HM, reportado por Scoville y Milner en 1957, y también tras las
experimentaciones en animales que se encaminaron a replicar los déficits

observados en él.

Henry Molaison (HM) fue una persona que sufrido de severos ataques epilépticos
clonicos-tdnicos cuyo foco de origen parecia ser en varias estructuras del LTM.
Los éxitos terapéuticos que implicaban, en ese entonces, la lobotomia del 16bulo

frontal y la cercana relacién entre la corteza posterior orbital y la temporal medial




(Scoville & Milner, 1957) inclinaron el tratamiento de HM hacia la extirpacién
quirdrgica de varias estructuras como la amigdala, la corteza perirrinal (PRh) y
la entorrinal asi como del hipocampo anterior; la corteza parahipocampal no fue
removida en gran medida y tanto el neocortex temporal como el tronco temporal

permanecieron intactos (fig. 4) (Corkin et al., 1997).

Después de que se removieron estas estructuras, el paciente HM dejé de tener
crisis epilépticas sin presentar ningun deterioro en cuanto sus capacidades
intelectuales y, en opinién de su familia, ni de su personalidad; sin embargo,
presentd una conducta inesperada: no reconocié a nadie del personal del hospital
(a excepcion del cirujano William Scoville, quien conocia desde hace afos) ni
tampoco podia recordar el camino para llegar al bafio o recordar qué habia
desayunado. Los eventos de cada dia durante su estancia en el hospital después
de la operacién le eran imposibles de recordar; dramaticamente diez meses
después de la operaciéon no logré memorizar el nuevo domicilio donde habitaba
(Scoville &Milner, 1957); y mas aun, 10 anos después, no pudo reconocerse en

un espejo.

De estos déficits, Scoville y Milner (1957) concluyeron que las estructuras
removidas provocaron una densa amnesia anterégrada y una amnesia retrograda
temporal para aquellas memorias conscientes. De esta manera, se sugirié que las
estructuras del LTM, en especial el hipocampo, se hallaban involucradas en la
formacién de las memorias declarativas a largo plazo.

El patron de amnesia observado reveld que el LTM es critico para la adquisicion,
el acceso temporal y la consolidacién de recuerdos conscientes (Milner, 1972 en
Greene, A., Gross W., Elsinger C., Rao S., 2006) apoyandose también por los
reportes previos de Milner y Penfield acerca de dos pacientes con lobectomia
parcial del l6bulo temporal del hemisferio dominante y con deterioros en la
memoria similares a HM (Penfield, 1955 en Scoville & Milner, 1957). Una de las
capacidades cognoscitivas mas deterioradas de HM fue en la memoria de

reconocimiento.




Hipocampo  Células Via de fibras
CA3 musgoeas

: Via perforante
Giro dentado

Celulas CA1

Fig. 3 Esquema de varias estructuras del LTM; El hipocampo se encuentra localizado en la profundidad de la porcion media
del I6bulo temporal. La informacién fluye hacia y a lo largo del hipocampo por medio de tres vias principales que estan
indicadas en la imagen ampliada que se ve a la derecha de la figura: la via perforante que circula desde la corteza entorrinal a
las células granulares del giro dentado; la via de las fibras musgosas que va desde las células granulares del giro dentado a las
piramidales de la regién CA3 del hipocampo; la via colateral de Schaffer que proyecta desde las células de region CA3 a las de
la region CA1. (Figura modificada de Squire y Kandel, 2000).

hipocampo

Cerebro de HM Cerebro Normal

Fig. 4 . Izquierda: esquema de las lesiones de HM contrastadas con un cerebro normal; Derecha : Cortes parasagitales de la

izquierda (A) y derecha (B) del cerebro de HM. Las porciones removidas bilateralmente del I6bulo temporal se indican con un
asterisco. (Modificado de Siegel, 2003 y Corkin, 1997).




El reconocimiento es una funcién cognoscitiva que consiste en saber si algo ha
sido experimentado previamente (Winters et al., 2008) y se acompafia de dos
componentes: el juicio de familiaridad del estimulo experimentado y la
informacion contextual (espacial y temporal; cuando y dénde fue experimentado)

que acompafan al estimulo (Mandler, 1980 en Squire, 2004).

La investigacion neurocientifica se encamind a evaluar y replicar los déficits en la
memoria de reconocimiento sobre modelos animales; para evaluarla en bebés
humanos y primates no humanos se diseid el paradigma de la tarea de no
igualacién a la muestra demorada y su contraparte, la tarea de igualacion a la
muestra demorada (traduccién del inglés delayed nonmatching-to-sample task y
sus acronimo DNMS; asi como delayed matching-to-sample task o DMS) (Mishkin
& Delacour, 1975) (fig. 5). Este paradigma consta de dos fases: una es la
adquisicion de la informacion seguida de una fase de eleccidon/prueba
intermediadas por un periodo de demora, cuya duracidén es variable. La fase de
adquisicidon consiste en dar a un mono un objeto sobre el cual hay comida vy el
mono debe desplazar el objeto para obtener el alimento; después sucede el
periodo de demora, o retencién de la informacidn, y enseguida se le da al mono
dos objetos; uno de estos objetos es el mismo que anteriormente contenia la
comida (objeto familiar) y el otro objeto es uno “novedoso”, al que nunca ha
tenido acceso.

La diferencia entre ambas tareas radica en la regla que sigue cada una; por
ejemplo, en la tarea DNMS el mono debe desplazar el objeto novedoso para
obtener el alimento, y en la DMS debe desplazar el objeto familiar ya que este
contiene el alimento. La eleccién correcta del objeto, dependiendo de la tarea, es
un indicador del reconocimiento de dicho objeto. De estas primeras
experimentaciones en primates no humanos se sugirio que el hipocampo y la
amigdala eran importantes para la memoria de reconocimiento de objetos (Zola-
Morgan & Squire en 1985).




Fig. 5 El paradigma DMS. Este
paradigma se realizdé con la
intencion de recrear los déficits que
presentd HM; en la primera fase se

le muestra al mono donde se

encuentra la comida y tras un

periodo de retardo se le prueba a

que el mono recuerde el objeto
MUESTRA RETARDO PRUEBA familiar.

En posteriores investigaciones en las que Unicamente se evalud la tarea DNMS,
se encontré que la lesion de estructuras adyacentes al hipocampo como la
corteza perirrinal (PRh) vy regiones parahipocampales provocaron déficits
similares a los encontrados con lesiones combinadas entre el hipocampo,
amigdala y tejido cortical del LTM (Zola-Morgan et al 1989). Monos con lesiones
en la corteza rinal (combinada con la PRh y la entorrinal) presentaron severos
deterioros en la discriminacion visual en las tareas DNMS y DMS; tales deterioros
dependian del periodo de demora ya que los animales lesionados podian ejecutar
bien la tarea con un periodo corto de demora (10 segundos) mientras que con un
periodo mayor (60 segundos o mas) la ejecucién se deterioraba (Meunier et al.,
1993; Eacott et al., 1994 en Winters et al., 2008). En otro estudio se demostré
que el dafo de la corteza PRh provocaban serios déficits para la memoria de
reconocimiento de objetos en una tarea de DNMS, aun cuando el hipocampo se
encontraba totalmente intacto (Murray y Mishkin en 1998). Este hallazgo fue
replicado y confirmado con lesiones por excitotoxicidad en el hipocampo y la
amigdala; tales lesiones no deterioraron la ejecucion de tareas DNMS y en
contraste, la disfuncion de la PRh si ocasion6 un deterioro sustancial en el
reconocimiento del objeto (Buffalo et al., 1999). Trabajos con electrofisiologia en
macacos demuestran que, en tareas de reconocimiento visual, mas del 25% de
neuronas de la regidén anterior parahipocampal responden mucho mas fuerte a un
estimulo que es novedoso comparado con otro estimulo experimentado
previamente (Brown & Aggleton, 2001; Desimone, 1996; Fahy, Riches, & Brown,
1993 en Winters et al.2008); referido como supresion por repeticion, este patron

de cambio neuronal es apropiado para realizar juicios de familiaridad ya que las




respuestas estan atenuadas después de un sola exposicidon del estimulo (Saksida
y Bussey, 2010).

La corteza PRh (fig.6) es una region cortical definida como una corteza de
asociacién polimodal de orden superior, que recibe entradas unimodales de todas
las modalidades sensoriales, asi como aferencias de distintas areas de asociacidn
polimodales (Burwell, 1998). Las vias provienen de las cortezas frontal, parietal,
temporal, cingulada, occipital y el complejo subicular, ademas de enviar
proyecciones directa e indirectas al hipocampo (Winters et al., 2008). Cabe
sefialar que la corteza perirrinal se encuentra interconectada con la amigdala y la
corteza insular, regiones que han sido relacionadas al aprendizaje gustativo en

ratas (Bermudez & Yamamoto, 1998).

A1 rostral caudal

Formacién hipocampal
dorsal

Corteza postrinal

— Corteza entorrinal media

Corteza entorrinal lateral
Corteza perirrinal
ventral

B1

temporal

Corteza Corteza
Perirrinal  parshipocampal

Formacion Hipocampal I Corteza Postrinal Corteza Entorrinal [l Giro dentado (DG) M Corteza Perirrinal

Fig. 6 Representacion de la localizacion de la corteza perirrinal y otras estructuras del I16bulo temporal
medial en una vista lateral del cerebro de rata (Al); las imagenes Bl y B2 corresponden a las vistas
internas donde con colores, se han delimitado las estructuras correspondientes. En el caso del cerebro
humano (C1) estas cortezas se encuentran mas ventrales; a figura D1 es una imagen por resonancia
magnética de las estructuras del LTM de un sujeto sano de 24 afios, resaltadas por el mismo cédigo de
colores (a excepcion del numero 6, que corresponde a la amigdala). D2 es una representacion esquematica
de un corte coronal donde son resaltadas la corteza rinal, perirrinal y parahipocampal (modificado de Sugar
et al., 2011; Dickerson & Eichbaum, 2010)

Una forma de evaluar la memoria de reconocimiento visual en roedores consiste

en una variacién del paradigma DNMS llamada Reconocimiento Espontaneo de
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Objetos (en inglés Spontaneous Object Recognition; SOR) el cual surge como una
propuesta para evaluar aquellas memorias relacionadas a un evento Unico
(Ennaceur & Delacour, 1988) y ademas es uno de los paradigmas mas utilizados
en la actualidad (Winters et al., 2008).

Este paradigma se basa en una gama de conductas que consisten en la
exploracion, orientacion, agresion y neofobia como respuesta ante la novedad de
un estimulo. La novedad de un ‘estimulo’ esta en funcién del contraste entre la
percepcidn presente y la experiencia pasada; este tipo de conductas pueden
presentar dos tendencias: acercamiento, que ademas puede ser considerada
como ‘preferencia’ y la conducta de evitacion (Corey, 1978). El paradigma ‘SOR’
se basa en la preferencia de los roedores por explorar agudamente los objetos
que le son novedosos, abarcando una exploracién tanto visual como locomotora
(Corey, 1978). Ademas ofrece ventajas al no requerir un entrenamiento previo o
el involucramiento de un reforzamiento explicito; propone una forma de estudiar
la memoria de reconocimiento de objetos sin complicaciones potenciales respecto
a la interpretacion conductual, ademas de que no requerir de fases largas de

entrenamiento o de consideraciones motivacionales (Winters et al., 2008).

El paradigma tipico de esta tarea consiste en dos fases: una de muestra y otra de
prueba, separadas por un periodo de retencién de la informacion. La fase de
muestra consiste en colocar a la rata dentro del aparato experimental (un
escenario abierto inescapable), donde se encuentran dos objetos idénticos (A1l-
A2) a los que nunca antes ha tenido acceso. Se deja al animal durante un
periodo de tiempo determinado y después es retirado. Terminado el periodo de
retencion, el animal es reintroducido al aparato experimental pero con una
tercera copia del objeto mostrado en la adquisicién (A3) y con otro objeto
considerado como novedoso (B) al que nunca antes ha tenido acceso (fig.7). Las
ratas normales prefieren explorar el objeto novedoso durante esta fase, por lo
que el tiempo que invierte el animal explorando ambos objetos es medido y la
proporcion del tiempo total de exploracion es considerado como un indice de

reconocimiento (IR) de alguno de los objetos (Winters et al., 2008).
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Al A2 A3 B1

Periodo de
retencion

Fase de muestra Fase de prueba

| --- ADQUISICION ----- | CONSOLIDACION | ---- EVOCACION ----- I

Fig. 7 Paradigma experimental ‘Reconocimiento espontaneo de objetos’ (SOR); en la fase de
adquisicidon el animal es expuesto a dos objetos similares, después existe un periodo de retenciéon que puede
ser variable dependiendo si se quiere medir memoria a corto o largo plazo. Finalizado este periodo sigue la
fase de prueba donde se encuentra un objeto que es copia del expuesto durante la adquisicion junto con
otro objeto nuevo.

Las técnicas de canulacidon en el sistema nervioso central permiten manipular
farmacoldégicamente las funciones de cualquier estructura neuronal, como por
ejemplo las del LTM. Cada fase en el paradigma SOR tiene su correspondiente a
los mecanismos que conforman el sistema de memoria para el reconocimiento de
objetos (adquisicion=muestra/ consolidacion= retencidon/ evocacion=prueba).
Una de los farmacos mas utilizados para la investigacion neurocientifica de la
memoria es la escopolamina, la cual es un antagonista no selectivo ya que esta
molécula muestra una falta de selectividad a todos los subtipos de receptores
(m1-m5) (Bolden et al., 1992). La administracion sistémica o especifica de la
escopolamina, se estandarizé como un farmaco que inducia déficits cognitivos en
humanos sanos y animales, similares a los de una demencia relacionada al
envejecimiento (Ebert y Kirch, 1998; Flood y Cherkin, 1986). De hecho, la
observacion clinica de que la anestesia hecha con escopolamina frecuentemente
ocasionaba amnesia, estimuld la investigacion de sus efectos anticolinérgicos
sobre la memoria humana (Klinkenberg & Blokland, 2010). El uso de Ia
escopolamina como modelo farmacoldégico de la “amnesia colinérgica” fue
adecuado y ancldo a la hipdtesis de la disfuncion geriatrica de la memoria,
postulada por Bartus y su equipo (Bartus et al., 1982 en Klinkenberg & Blokland,
2010).
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La investigacion de la participacion del hipocampo y la corteza perirrinal, y
también de los efectos de la escopolamina sobre la memoria de reconocimiento,
establecieron un debate acerca de la participacion de ambas estructuras y del
sistema colinérgico, en la formacion tanto a corto como a largo plazo (Winters et
al., 2008).

De primera mano se ha sugerido que el hipocampo procesa informacion
contextual y espacial, que es relevante para tareas donde se evalia el
reconocimiento de objetos; si es lesionada pueden encontrarse deterioros sobre
esta funcidon cognitiva, tanto en humanos, monos y ratas (Winters et al., 2008).
Empero, se ha argumentado que el dafio del hipocampo sobre el reconocimiento
de objetos es menos severo que el déficit observado con las lesiones en la
corteza perirrinal (Murray, 2000 y Prusky et al., 2004 en Winters et al., 2008).
Winters y colaboradores (2004) demostraron que existe una doble disociacion
funcional entre el hipocampo y la PRh para el reconocimiento de objetos (fig. 8a).
La lesidn excitotoxica con acido iboténico en el hipocampo de un grupo de ratas o
la PRh, demostré que el deterioro sobre el reconocimiento de objetos fue mas
severo en el grupo de PRh con varios periodos de retraso que iban de los 0, 15,
60 minutos o las 24 horas, mientras que el grupo que tenia lesionado el
hipocampo mostraba indices similares al grupo control. En este mismo estudio se
evallo la memoria espacial con un laberinto radial; la tarea consistié en recordar
una serie de ocho recompensas previamente entrenadas y se midié el nUmero de
errores para encontrarlas. Los resultados indicaron que aquel grupo que tenia la
lesién en el hipocampo tuvo un mayor numero de errores que el grupo perirrinal
o el control. Los autores concluyeron que esto daba evidencia de la doble
disociacion funcional entre la corteza perirrinal y el hipocampo, pues ambas
estructuras funcionan para cosas distintas: el hipocampo es importante para el
reconocimiento espacial pero no para el reconocimiento de objetos, mientras que
la corteza perirrinal si lo es.

Apoyando esta idea, Warburton et al. (2003) reportd que las infusiones
sistémicas, o directas, de escopolamina en la PRh deterioran la exploracién del
objeto novedoso cuando se administran previamente a la fase de adquisicion,

mas no cuando se hace después (fig.8b).
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Por otra parte Winters et al (2006), reportaron que la escopolamina provoca un
efecto paraddjico en la memoria de reconocimiento ya que puede deteriorar o
facilitarlo (fig.8c). Las infusiones que son realizadas antes de la adquisicidon de la
informacion provocan un deterioro sustancial sobre el reconocimiento de objetos
si son probadas con un periodo de retencion de 24 horas; sin embargo, si la
administracion fue inmediatamente después, a los 20 o 40 minutos, o a las 8-
15 o 20 horas después de la fase de adquisicién, existe una facilitacion
paradodjica en la consolidacién de la memoria de reconocimiento. Sin embargo, no
existe ningun efecto si la administracion de la escopolamina es antes de la fase
de prueba; por lo que la actividad colinérgica en esta estructura, es relativa al
momento de adquirir y consolidar la informacién, que sera evocada después de

24 horas o en periodos que van de los 20 minutos hasta las 20 horas.
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Por otra parte Tinsley et al. (2011) reportd que las administraciones de
escopolamina en la PRh antes de la fase de muestra interrumpen la memoria a
corto plazo pero no largo plazo. También ha sido demostrado que la
administracion de escopolamina en el hipocampo dorsal antes de la fase de
muestra, deteriora la memoria de reconocimiento cuando la prueba se realiza

con un periodo de retraso a la muestra de tres minutos (Hunsaker et al., 2007).

Cabe sefalar que la actividad colinérgica del hipocampo es relevante durante la
memoria de reconocimiento. Midiendo con microdialisis in vivo la liberacion de
acetilcolina, se ha registrado que existe un aumento de hasta un 250% respecto
a sus niveles basales cuando una rata es expuesta a un objeto novedoso
(Deegrot et al., 2005); la figura 10 muestra los principales grupos de neuronas

colinérgicas del cerebro de rata.

Nucleo tegmental
laterodorsal y
pedunculopontino

|

Neocorteza

Corteza

Téct cingulada
éctum e
i NDO~ Bulbo
‘H{pog?\po olfatorio
l 4 Habénula- ™
Nucleq -/ medial
cerebera
Talamo
Nticleo Substancia R
vestibular negra ./ _ ¢ b
i6 ipotalamo J
Fr(')er;nic?:clg'n \ lateral \ medio
Formacion g
medular nycleo del  reticular N NGdEod Nucle? caudado,
Rafé oGS basales _putamen y
pont nucleo accubens

Fig 10. Esquema mediosagital del cerebro de rata que muestra los principales grupos de
neuronas colinérgicas y la distribucién de sus axones y botones terminales.

La acetilcolina tiene diferentes efectos fisioldgicos sobre las redes corticales; en
particular, los niveles de ACh se muestran altos cuando animales, como ratas o
gatos, se encuentran despiertos y explorando su ambiente, corriendo a lo largo

de las paredes o el suelo, o explorando objetos novedosos con la nariz (fig. 11).
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Registros con electroencefalograma del hipocampo y la corteza entorrinal,
caracterizan este periodo por oscilaciones de larga amplitud en la serie de
frecuencias theta, mientras que la neocorteza muestra frecuencias altas,
actividad de baja amplitud con sincronizaciones locales y algunos periodos theta

en ciertas regiones (Hasselmo & McGaughy, 2004).

Vigilia  Vigilia  Suefio  Suefio
activa | pasiva |de ondas| MOR
cortas

Fig. 11 Representacién esquematica de los datos obtenidos a través de microdidlisis y donde se muestran
los cambios en los niveles de acetilcolina durante las fases de vigilia y suefio. Durante la vigilia activa, los
animales muestran niveles mas altos de Ach que durante una vigilia pasiva (comer, acicalamiento,
inmovilidad). Los niveles de ACh decaen hasta en 1/3 durante el suefio de ondas lentas pero se
incrementan, de manera similar a la vigilia activa, durante la fase de suefio MOR (modificado de Hasselmo &
McGaughy, 2004)

El incremento de ACh durante la vigilia es fuerte en las ratas cuando inicialmente
son expuestas a un ambiente novedoso; los niveles de acetilcolina aumentan
dramaticamente durante la ejecucion de tareas donde es requerida la atencién
para la deteccién de algun estimulo (Himmelheber et al., 2000; Arnold et al.,
2002, en Hasselmo & McGaughy, 2004).

Estos niveles altos de ACh durante la vigilia activa pudieran ser apropiados para
establecer la dindmica neuronal apropiada para la atencion a las entradas
sensoriales o la codificacion de nueva informacion. Al mismo tiempo, la supresion
colinérgica que retroalimenta a las conexiones excitatorias previenen la
interferencia del procesamiento interno de informacién previamente almacenada.
Niveles bajos de acetilcolina en la vigilia pasiva y el suefio de ondas cortas,
proveen una supresion de la retroalimentacién excitatoria, permitiendo una

mayor difusion de la actividad en el hipocampo y del hipocampo a la corteza
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entorrinal, facilitindose asi el proceso de consolidacién (Hasselmo & McGaughy,
2004).

Bajo esta teoria, el blogueo de la modulacidon colinérgica provocada por
antagonistas muscarinicos podrian bloquear la capacidad para cambiar las
dindmicas de evocacién y aprendizaje; sin dicho cambio en la dinamica, las
nuevas asociaciones no podrian ser almacenadas como nuevas representaciones
especificas y la informacion se perderia en una multitud de asociaciones

recolectadas (Hasselmo, 1994).

Para proveer datos comparables acerca de la participacidon de la corteza perirrinal
y el hipocampo, y su relacion con la actividad muscarinica en la memoria de
reconocimiento tanto a corto como largo plazo, en este estudio se utilizd el
paradigma SOR y se administré escopolamina, con variables periodos de
retencion para realizar pruebas tanto a corto como a largo plazo en grupo
independientes de ratas. Este tipo de estudio ayudan a dilucidar los mecanismos
de neurotransmisién que subyacen a la formacion de una memoria de
reconocimiento. Su importancia radica en que la memoria de reconocimiento es
una de las capacidades cognoscitivas que se encuentran mas deterioradas en

demencias como el Alzheimer.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢La actividad de los receptores muscarinicos colinérgicos del hipocampo y de la
corteza perirrinal, tienen una participacién diferencial sobre la memoria de

reconocimiento de objetos, tanto a corto como a largo plazo?
Objetivo
e Analizar la participacion de los receptores muscarinicos, utilizando

escopolamina, en la memoria de reconocimiento de objetos tanto a corto

como a largo plazo.

17




METODOLOGIA

Sujetos

Se utilizaron 99 ratas macho de la cepa Wistar provenientes del Bioterio del Instituto de

Fisiologia Celular de la UNAM con un peso de 250-300 gr. al inicio de los experimentos.

Los animales fueron habituados durante una semana dentro del vivarium del Instituto;
cada animal habité una caja individual de acrilico con acceso libre a agua y comida, en
un cuarto donde la temperatura estuvo constante a 22°C y con un ciclo de luz-oscuridad
de 12 horas (de 7 a 19 hrs las luces se encontraban encendidas). Los experimentos

fueron realizados en la fase de luz.
Cirugia

Se realiz6 cirugia estereotaxica a las ratas (fig. 12) para implantar canulas guia
bilaterales sobre el hipocampo dorsal o la corteza perirrinal, a través de las cuales se les
administré el fadrmaco escopolamina. Se anestesié a los animales con una mezcla de
ketamina (83.49 mg/kg) y xilacina (8.58 mg/kg) via intraperitoneal. Se trepano el
craneo con una fresa dental siguiendo las coordenadas del atlas de Paxinos y Watson
(1986):

Corteza Anterioposterior Lateral Dorsoventral
Perirrinal (PRh) +£6.5mm
Hipocampo  dorsal JEENulnl +3.0 -3.3 mm

(Hip)

-7mm

Ademas, se colocd un mandril en cada canula
guia para prevenir la obstruccion de esta y
antes de cualquier manipulacién experimental
los animales tuvieron una semana para su
recuperacion.

Las microinyecciones se realizaron con agujas
dentales 30 GA, removiendo el mandril
primeramente y conectando las microjeringas

Hamilton de 10ul con wuna tuberia de

Fig 12. Rata Wistar montada sobre un estereotaxico

para colocarle canulas a través de las cuales pueda llegar 18
a administrarse, de manera intracerebral, el farmaco

escopolamina.




polietileno.
El volumen total inyectado para cada rata fue de 0.5 pl por hemisferio cerebral a una
tasa de 0.5ul/min dejando un minuto extra el inyector para procurar una mejor difusion

del farmaco. Al grupo control le fue administrada solucidén salina al 0.9%.

Farmaco
El farmaco que se administré6 fue bromhidrato de escopolamina (Sigma-Aldrich). El
farmaco se disolvié en solucion salina al 0.9%. El volumen total administrado fue 30 ng/

0.5 pl-por hemisferio (Gutiérrez, 2004).

Aparatos y objetos experimentales

El aparato experimental (fig. 13) que se uso en la tarea de reconocimiento de objetos
fue un escenario abierto de dimensiones de 40X40 cm y 60 cm de altura hecho de
madera y pintado de color gris con la superficie cubierta de aserrin; la iluminacién del

cuarto experimental se realizé con luz blanca.

Sobre el aparato experimental se colocd una videocamara conectada a un monitor y
grabadora DVD con la cual se registré la conducta del animal. Este aparato estuvo en un
cuarto aislado de sonido, con ruido blanco (esto es una sefal que contiene todas las
frecuencias a la misma potencia) para evitar interferencias en la estimulacion auditiva

del animal.

Los objetos que se utilizaron fueron
focos de cristal blanco con dimensiones
de 6 cm didmetro y 11 cm de longitud y
frascos de cristal transparente de 5.5 cm
de didmetro y 5 cm de largo. Estos
objetos fueron, cualitativamente,
distintos en forma y color, aunque ambos
estaban hechos de vidrio. Los objetos
estuvieron adheridos al escenario
experimental con velcro y se procur6
que ninguno de los objetos fueran de la

preferencia natural del animal. Se

eliminaron las pistas olfativas antes y

Fig. 13. El aparato experimental y los objetos usados

para la tarea de reconocimiento de objetos.
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después de su uso limpiandose con alcohol al 70%.

Procedimientos conductuales

Para cada sesion experimental, los animales fueron trasladados del vivarium al cuarto
experimental dos horas antes del inicio de la tarea experimental y después de la tarea,
se les dejo otras dos horas con la intenciéon de evitar condiciones estresantes u otras

variables que pudieran interferir con la ejecucion de la tarea.

Todos los experimentos se llevaran a cabo con grupos independientes. El criterio que se
tomd como exploracion consistié en que la nariz estuviera a una distancia menor de 1
cm, o que ésta tocara al objeto; ademas la posicién de los objetos fue contrabalancea.
Dar vueltas o posarse sobre el objeto no fue considerado como una conducta
exploratoria. Las ratas que tuvieron un tiempo total de exploracion menor a 10

segundos se descartaron del analisis estadistico.

Protocolo experimental de la tarea de reconocimiento de objetos basado en el paradigma
SOR

Basado en el modelo experimental propuesto por Ennaceur y Delacour (1988), donde se
evalla la memoria de trabajo a través de la conducta de exploracién en un escenario
inescapable para el roedor, se habilitd un protocolo experimental que consistio de 3
fases (fig. 14):

Habituacion

* sin objetos

* 5 dias x 3 minutos

Muestra

*A1- A2

*sesion: 1 diax 10
minutos

Prueba

*A3-B1

o cosion: 1 dia x Fig. 14. Diagrama del prot’ocolo
minuto experimental por fases; la duracién de
cada fase estd representada por el
tamario del circulo
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1. Fase de habituacion

Previamente a la fase de muestra los animales fueron habituados durante 5 dias al

aparato experimental; cada sesion fue de 3 minutos y sin objeto alguno.
2. Fase de Muestra / Adquisicion (A1-A2) x 10 minutos + farmaco

En esta fase los animales se colocaron dentro del aparato experimental con dos objetos
similares (A1- A2), dispuestos sobre la superficie y fijados con velcro. Se cronometrd
diez minutos al momento de introducir a la rata al aparato y después se procedid a
sacarla. Dependiendo del grupo experimental, se hicieron las manipulaciones

farmacolodgicas inmediatamente o 160 minutos después.
3. Periodo de Retencion

Después de la muestra de los objetos el intervalo de retencion fue de dos tipos: para la
memoria a largo plazo el periodo fue de 24 horas mientras que para la memoria a corto

plazo fue de 90 minutos.
4. Fase de Prueba (A3-B1) x 1 minuto

En esta fase el animal fue reintroducido al aparto experimental con una copia del objeto
expuesto en la fase de adquisicion (A3) y con un objeto novedoso (B1). Se cronometro
un minuto y se devolvié al animal a su caja. Esta conducta también quedé registrada en

video.

Finalizadas las fases se procedid a sacrificar a todos los animales para extraer su cerebro

y proceder con el analisis histoldgico para observar y corroborar el sitio de inyeccion.

Grupos Experimentales.

Experimento 1. Este experimento evalio los efectos de la escopolamina sobre la
memoria de corto plazo; la administracién del farmaco se realizd6 inmediatamente que

concluy¢ la fase de adquisicion y después de 90 minutos se realizé la prueba.

PRH-VEH (n=9) PRH-SCOP (n=10)
HIP-VEH (n=8) HIP-SCOP (n=8)
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Experimento 2. En este experimento se evaluaron los efectos de la inmediata
administracion de escopolamina sobre la memoria de largo plazo. La prueba se realizd a

las 24 horas después de que concluyé la fase de adquisicion.

PRH-VEH (n=9)  PRH-SCOP (n=9)

HIP-VEH (n=8) HIP-SCOP (n=12)

Experimento 3. En este experimento la administracién de escopolamina se realizé a los

160 minutos que concluyo6 la fase de adquisicién y la prueba se realizé a las 24 horas.

PRH-VEH (n=6) PRH-SCOP (n=6)
HIP-VEH (n=7) HIP-SCOP (n=7)
Histologia

El sacrificio de los animales consistid de una sobredosis de 1.5 ml de pentobarbital
sédico para uso veterinario y se perfundieron con solucién salina al 0.9%. El cerebro se
removid y se almacend a 4° C bajo una solucidn fijadora de tejidos (formaldehido al 4%)
durante 24 horas. Después se cambiaron a una solucién con sacarosa, primero al 10%,

después al 20% vy finalmente al 30%.

Después, el cerebro se colocd sobre un micrétomo donde fue congelado con didéxido de
carbono para obtener rebanadas coronales de 40um de grosor, de las zonas en donde
fueron implantadas las canulas. Los cortes se montaron sobre laminillas con gelatina
para ser tefidos con la técnica de violeta de cresilo para su analisis bajo microscopio con

la intencion de corroborar el sitio de la canula (fig. 15).

Fig. 15 Fotografia representativa de las rebandas del cerebro bajo microscopio.
En la figura Izquierda y con flecha verde, se muestra un cerebro del grupo de corteza
perirrinal y en la derecha, del grupo hipocampo.
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Anélisis de datos y estadistica

La conducta que se considerd exploratoria fue cronometrada y con esto se calculdé un
indice de reconocimiento (IR), entendido como el tiempo de exploracién del objeto
nuevo expresado en funcion del tiempo total dedicado a la exploracion de los dos objetos
(TIEMPO DE EXPLORACION DEL OBJETO NUEVO/ TIEMPO TOTAL DE EXPLORACION). Un
indice de igual o menor a 0.5 indicd que no habia preferencia por alguno de los objetos
mientras un indice de reconocimiento mayor a 0.5 mostré que existia preferencia por

algun objeto.

Se procurd que el experimentador no supiera a qué grupo experimental pertenecia el

sujeto al cual cronometraba con la intencion de evitar sesgos en sus mediciones.

Utilizando el software estadistico StatView se compararon el promedio de los indices de

reconocimiento entre grupos aplicando las siguientes pruebas estadisticas:

- Prueba t para una muestra, usada para identificar si los IR fueron significativamente
diferentes del 0.5.

- Prueba t no pareada para encontrar diferencias entre los grupos salina y escopolamina.
- ANOVA de dos vias (entre farmaco y estructura cerebral) con un test post hoc de
Bonferroni para la fase de prueba. Un valor de p <0.05 fue considerado como

significativo.
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RESULTADOS

Experimento 1. Infusiones de escopolamina en la corteza perirrinal o en
el hipocampo dorsal deterioran la memoria de reconocimiento de

objetos a corto plazo.

En la fase de muestra, todos los grupos mostraron tiempos de exploracion similares para
cada uno de los dos objetos idénticos. La prueba t de una muestra mostré que la
preferencia por los objetos no fue diferente del nivel de oportunidad (0.5) en cada uno
de los grupos (p>0.05) (ver figura 16A y 16B, adquisicién).

En la prueba a corto plazo, las ratas que fueron tratadas con solucién vehiculo tanto en
la PRh como el HIP mostraron una preferencia estadisticamente significativa por explorar
el objeto novedoso. Por otro lado los animales que fueron tratados con escopolamina,
tanto en PRh como el HIP, no mostraron preferencia por explorar el objeto novedoso.
Una ANOVA de dos vias indicd un efecto significativo por el efecto del farmaco
[F(1,31)= 9.887, p < 0.01], aunque sin diferencias entre las regiones cerebrales [F
(1,31)= 0.05, p = 0.95] y sin interaccion [F (1,31)= 0.18, p = 0.73].

Estos resultados muestran que la administraciéon de escopolamina en la corteza perirrinal
y en el hipocampo, inmediatamente después de la fase de muestra, afectan la memoria
de reconocimiento a corto plazo. Es importante destacar que los tiempos totales de
exploracion (ver tabla 1A y 2A) para la prueba a corto plazo no revelaron diferencias
significativas cuando las ratas fueron tratadas con solucién salina o escopolamina, tanto
en la corteza perirrinal o el hipocampo, indicando que la escopolamina no tuvo un efecto

perjudicial en las habilidades motoras del animal o en su conducta exploratoria.

Estos resultados confirman el requerimiento de la sefializacién colinérgica tanto en el
hipocampo como en la corteza perirrinal para la formacion de la memoria de

reconocimiento en el corto plazo.
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Experimento 2. La administracion de escopolamina en la corteza
perirrinal, pero no en el hipocampo dorsal, deteriora la memoria a largo

plazo.

En la fase de muestra, todos los grupos exploraron en tiempos similares cada uno de los
dos objetos idénticos. La prueba t de una muestra mostré que la preferencia por los
objetos no fue diferente del nivel de oportunidad (0.5) en todos los grupos (p>0.05) (ver

figura 17A y 17B, adquisicion).

En la prueba de memoria a largo plazo, las ratas con microinfusion de solucion salina
mostraron una preferencia significativa por explorar el objeto novedoso sin importar la
estructura cerebral. Por otro lado la administracién de escopolamina en la corteza
perirrinal afectd la preferencia por explorar el objeto novedoso, mientras que en el
hipocampo no se deterioro la discriminacion entre el objeto familiar y el novedoso. La
prueba ANOVA de dos vias reveld que no existe un efecto principal por el farmaco [F
(1,34)= 2.17, p = 0.15] o estructura [F (1,34)= 0.40, p = 0.53]. Sin embargo, un
efecto por la interaccion entre el farmaco y la estructura fue observado [F (1,34)= 9.88,
p < 0.01]. La prueba post hoc de Bonferroni para comparaciones pareadas, mostrd que
el grupo de escopolamina de la corteza perirrinal fue diferente del grupo control
(p<0.01); mientras que en el grupo de hipocampo escopolamina y vehiculo no hubo
diferencias (p=0.32). Los tiempo totales de exploracion a largo plazo no mostraron
diferencias significativas con la salina o escopolamina tanto en la corteza perirrinal o el
hipocampo (ver tabla 1B y 2B).

Los resultados indican que la corteza perirrinal esta involucrada en la consolidacion a
largo plazo de la memoria de reconocimiento mediante la actividad muscarinica,

mientras que el hipocampo no.
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Fig. 17. Graficas del indice de re-
conocimiento durante la fase de
muestra y prueba a largo plazo.
Los resultados indican que en la fase
de muestra, todos los animales mos-
traron exploraron ambos objetos
(A1-A2) en tiempos similares. Duran-
te la fase de prueba, aquellos anima-
les tratados con solucidn vehiculo y
con escopolamina en el hipocampo,
mostraron un IR estadisticamente sig-
nificativo del azar. Sin embargo, los
animales que recibieron escopolamina
en la corteza perirrinal mostraron una
conducta de reconocimiento al objeto
novedoso (Bl) que no fue diferente
del azar



Experimento 3. Infusiones 160 minutos después de la fase de muestra
en la corteza perirrinal o el hipocampo dorsal no afectan la consolidacion

de la memoria de reconocimiento de objetos.

Para probar los efectos no especificos de la escopolamina, se administré escopolamina o
solucién vehiculo 160 minutos después de la fase de muestra en la corteza peririnal o el
hipocampo dorsal y la prueba a largo plazo se realiz6 24 horas después.

En la fase de muestra, todos los grupos mostraron tiempos similares de exploracién de
cada uno de los dos objetos idénticos.

La prueba t de una muestra no indicé preferencia por alguno de los objetos en alguno de
los grupos (p>0.05) (ver figura 15A y 15B, adquisicion).

En la prueba a largo plazo todos los grupos pasaron un mayor tiempo estadisticamente
significativo explorando el objeto novedoso. La ANOVA de dos via no reveld efectos
significativos del farmaco [F (1,22)= 0.02, p = 0.89], estructura [F (1,22)= 0.02, p =
0.90] o por la interaccion del farmaco vy la estructura [F (1,22)= 1.70, p = 0.21].

Los tiempos de exploracion total (ver tabla 1C y 2C) de la prueba a largo plazo no
tuvieron diferencias significativas entre las ratas tratadas con salina o escopolamina en
la corteza perirrinal o el hipocampo. Estos resultados sugieren que la actividad de los
receptores muscarinicos de la corteza perirrinal estan involucrados en la formacién a
largo plazo de una memoria de reconocimiento, que se produce en las primeras dos

horas y media.
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Corteza Perirrinal

Tiempo de exploracién totales (segundos)

A B C
Corto plazo Largo plazo Largo plazo - 160
Salina Escopolamina Salina Escopolamina Salina Escopolamina
10.11 £ 2.6 12.40 £ 1.8 11.11 £ 2.0 11,55+ 2.4 23.0 £ 2.0 25.3 £ 5.3
t =0.72 p=0.48 t =0.14 p=0.89 t =0.41 p=0.69

Tabla 1. Tiempos totales de exploracién en segundos. Ninguna de las pruebas
estadisticas mostrod diferencias significativas en los tiempos de exploracion de todos los
grupos tratados en la corteza perirrinal.

Hipocampo dorsal

Tiempo de exploracién totales (segundos)

A B C
Corto plazo Largo plazo Largo plazo - 160
Salina Escopolamina Salina Escopolamina Salina Escopolamina
14.37 £ 3.1 8.25 £ 2.6 9.5 + 2. 14.41 + 2.4 17.8 £ 3.3 15.0+ 1.6
t =150 p=0.16 t =1.33 p=0.20 t =0.77 p=0.46

Tabla 2. Tiempos totales de exploracién en segundos. Ninguna de las pruebas
estadisticas mostro diferencias significativos en el tiempo de exploracién de todos los
grupos tratados en el hipocampo.
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Fig. 19 Ejemplos de la conducta de la conducta exploratoria analizada en video.




DISCUSION

El antagonista de los receptores muscarinicos, escopolamina, mostré que la
actividad de éstos en la corteza perirrinal y el hipocampo, participan en la
formacion de la memoria de reconocimiento de objetos a corto plazo; sin
embargo, su administracién afecté el reconocimiento de los objetos a largo plazo
solamente cuando se realizd en la corteza perirrinal mientras que en el
hipocampo no tuvo efecto. Finalmente, la administracién retrasada 160 minutos
después de la fase de muestra, tanto en la corteza perirrinal como en el

hipocampo, no tuvo efecto sobre la memoria a largo plazo.

Estos resultados contrastan con el estudio de Winters et al. (2006), en donde la
administracion de escopolamina facilitd el reconocimiento de objetos a largo
plazo. En este estudio, el grupo inyectado con solucién salina tuvo un indice de
reconocimiento (IR) significativamente inferior al grupo que no fue manipulado
farmacoldégicamente ademas de que no fue observada diferencia del IR entre el
grupo escopolamina y el grupo que no recibidé inyeccion, lo cual sugiere que el
protocolo de inyeccion usado en este estudio pudo haber tenido un efecto
perjudicial para la formaciéon de la memoria de reconocimiento a largo plazo que
fue bloqueado por la escopolamina. Las diferencias de los resultados entre ambos
estudios pudieran explicarse a través de los protocolos experimentales utilizados:
en el protocolo del trabajo de Winters et al. (2006) la fase de habituacion se
realizd durante dos minutos, mientras que en el presente trabajo la habituacién
fue durante cinco dias. Es posible que los dias adicionales de la habituacion en el
presente estudio, hayan ayudado a reducir el estrés inducido por el
procedimiento de la manipulacion farmacoldgica, pues se ha reportado que el
nivel de alerta emocional (emotional arousal) inducido por la experiencia del
entrenamiento, afecta la consolidacién de la memoria de reconocimiento de
objetos, debido a una sinergia entre la liberacién de glucocorticoides y la
activacién noradrenérgica en la amigdala basolateral (Okuda et al., 2004;
Roozendal et al., 2006). Al respecto, también se ha reportado previamente que la
amigdala basolateral no participa durante la consolidacién de la memoria de

reconocimiento debido a que el protocolo, similar al de esta tesis, induce un
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minimo de despertar emocional (Balderas et al., 2008). Por otra parte, este
protocolo es util para evaluar el reconocimiento de objetos a corto plazo (90
minutos) como a largo plazo (24 horas) (Bermudez-Ratonni et al., 2005;
Balderas et al., 2008).

Recientemente se ha reportado que la administracion de escopolamina en la
corteza perirrinal, antes de la fase de muestra, interrumpe la a memoria corto
plazo (periodo de retencion de 20 minutos) pero no a largo plazo (24 horas)
(Tinsley et al., 2011). La discrepancia de estos resultados y los de este trabajo
podrian ser por el hecho de que la administracién, en el estudio de Tinsley, fue
antes de la fase de muestra. Una explicacion a esto es que la infusidon
intracerebral de cierto farmacos mantienen una disponibilidad éptima, una hora
después de su administracién (Day et al., 2003) por lo que la eficacia del

farmaco pudo no deteriorarse y no bloquear a los receptores muscarinicos.

En otro estudio, Rossato y colaboradores demostraron que la sintesis de
proteinas en el hipocampo era necesaria para la consolidacién de una memoria
de reconocimiento de objetos (Rossato et al., 2007). Contrario al protocolo usado
en el presente estudio, Rossato utilizé dos diferentes objetos durante la fase de
muestra, por lo que la informacion espacial para la posicidon especifica de cada
objeto en relacion a la arena, podria ser relevante para proporcionar pistas
contextuales, lo que explicaria la participacion del hipocampo. Se ha reportado
que la lesion del hipocampo deteriora la memoria de reconocimiento cuando hay
cambios en las posiciones relativas de los objetos, pero no cuando un objeto
novedoso es presentado (Mumby et al., 2002). De acuerdo con esto, Wan y su
equipo demostraron que la proteina Fos se incrementa significativamente en la
region CA1 del hipocampo, una hora y media después de cuando se presentan a
la rata combinaciones espaciales novedosas de estimulos familiares, pero no
cuando las ratas son expuestas solamente al estimulo novedoso (Wan et al.,
1999).

En otro estudio, Balderas et al. (2008) demostrd que la sintesis de proteinas en
la corteza perirrinal, pero no en el hipocampo, es necesaria para la consolidacion

de la memoria de reconocimiento de objetos. Por otra parte, Warburton et al.
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(2003) demostréo que la novedad de un estimulo induce la expresion de la
proteina Fos una hora y media después de la exposicion al estimulo en la corteza
perirrinal, pero no en el hipocampo. Ademas, la administracién sistémica de
escopolamina interrumpié la expresion de Fos producida por la novedad del
estimulo en la corteza perirrinal sin que se afectaran los niveles basales de Fos

en el hipocampo (Warburton, et al., 2003).

Se ha postulado que una serie de eventos moleculares que conllevan la sintesis
de proteinas, conducen a cambios en las propiedades de las neuronas. Tales
eventos incluyen la activacion de cascadas de segundos mensajeros, de los
reguladores transcripcionales y multiples olas de ARNmensajero; algunas
proteinas producen cambios funcionales en la neuronas y sus sinapsis, mientras
otras conducen a cambios estructurales (McGaugh, 2000); los cambios en las
propiedades de las neuronas son mediados por la expresion de genes, contenidos
en cada célula del organismo. En el caso de las neuronas, es posible que los
cambios neuroquimicos sean el primer paso de una sefalizacion que conduce a
cambios morfoldgicos en el ensamblaje de redes neuronales (Degroot et al.,
2004). Los resultados obtenidos se inclinan en apoyar que este primer paso, y
que sirve para la consolidacion de la memoria de reconocimiento a largo plazo, es
sefializado por la actividad colinérgica de la corteza perirrinal a través de sus

receptores muscarinicos.

Cinco subtipos diferentes de receptores muscarinicos han sido caracterizados
(Caulfield, 1993). Aunque en un principio solamente se lograron diferenciar tres
subtipos de receptores (M1, M2 y M3), con el desarrollo de métodos moleculares
mas precisos (Yasuda et al., 1992) se pudo acordar que existen cinco receptores
acoplados a proteina G: los M1, M3 y M5 acoplados a Gq, la cual activa la enzima
fosfolipasa mientras que los M2 y M4 se encuentran acopladas a Gi/o y puede
afectar la ciclasa de adenilato o a varios canales idnicos (Conn et al., 2009).Los
receptores M2 y M4 estan localizados en la membrana presinaptica (Caulfield,
1993) donde actian como autorreceptores que ayudan a reducir la liberacién de

neurotransmisores (Bymaster et al., 2003).
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Otros estudios de biologia molecular han revelado que existen, por lo menos,
cinco diferentes genes responsables de la expresién de los receptores
muscarinicos llamados m1, m2, m3, m4 y m5 (Bonner et al., 1987, 1988 y
Siegel, 2003). Cada sub-receptor tiene su propio rol funcional que se encuentra
reflejado en las diferencias de su distribucién fisiolégica, que pudo ser
determinada utilizando técnicas de ARNm vy anticuerpos especificos de cada
subtipo de receptor (ver tabla 3).

Al parecer los receptores M1 y M5 estan localizado predominantemente en el
cerebro aunque también los M1 han sido observados en el conducto deferente
(Caulfield, 1993). Por otra parte, los receptores M2, M3 y M4 parecen estan
distribuidos por todo el cuerpo y en el cerebr,o0 pero en menor densidad. Dado a
gue la escopolamina no tiene preferencia especial por algun subtipo de receptor
muscarinico, el bloqueo de estas subunidades afectaria a varias funciones
fisioldogicas. Sin embargo es probable que por la distribucién especifica de los
receptores muscarinicos, la administracion intra-cerebral de escopolamina y sus

déficits cognitivos estarian relacionados al bloqueo del receptor M1 (Caulfield,

1993).

M1 M2 M3 M4 M5

XX
XX
XX X X X X
X
X X X XX

X: baja/ moderada expresion de RNAmM o inmunoprecipitacion. XX: alta / fuerte expresiéon de RNA, o

inmunoprecipitacion

Tabla 1.Distribucién de los diferentes subtipos de receptores en el cerebro; debe sefialarse que no hay una
distincién de la técnica utilizada para identificarlos, sea RNAmM o técnicas de anticuerpo. (Modificado y
adaptado de Caulfield, 1993)
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Los resultados de esta tesis, aunque no son conclusivos respecto al debate de las
funciones disasociables entre el hipocampo y la corteza perirrinal en la memoria
de reconocimiento, aportan perspectivas a considerar. Por ejemplo, existe
evidencia de que no solamente la corteza perirrinal se involucra en la formacién
de la memoria de reconocimiento, sino también la corteza insular. Resultados del
laboratorio de memoria y aprendizaje del Instituto de Fisiologia Celular, muestran
que la atenuacion a la neofobia, un tipo de memoria de reconocimiento al sabor,
se pudo deteriorar tras las administraciones de escopolamina post-adquisicion
tanto en la corteza perirrinal (Gutierrez et al., 2004) como en la corteza insular
(Guiterrez et al., 2003). Estos resultados y el hecho de que el bloqueo de los
receptores muscarinicos en la corteza insular también afecta la formacién del
reconocimiento a largo plazo (Bermudez-Rattoni et al., 2005), sugieren Ia
posibilidad de que la actividad de los receptores muscarinicos en estas cortezas,
sea un requisito para la formacién de las memorias de reconocimiento,

independientemente de su modalidad sensorial.

En relacion con la actividad del hipocampo dorsal en la memoria de
reconocimiento a corto plazo, ha sido postulado que los campos CA, el giro
dentado y complejo subicular del hipocampo forman parte del sistema de
estructuras anatdmicas del |6bulo temporal medial, que son importantes para la
memoria en los mamiferos (Squire, 1991). Ademas, el hipocampo es la etapa
final de convergencias del I6bulo temporal medial; ésta recibe proyecciones de
las cortezas adyacentes como la corteza perirrinal y parahipocampal-postrinal asi
como también de la corteza entorrinal (Lavenax & Amaral, 2000). Estas
relaciones anatémicas podrian explicar la relaciéon de la actividad hipocampica en
la memoria de reconocimiento. Aunque se ha postulado que esta estructura es
importante para las tareas que dependen de la combinacién de multiples fuentes
incluyendo aquéllas donde también es requerida la informacién espacial, hay
evidencia de su participacién a largo plazo en la memoria de reconocimiento. En
esta tesis, la participacién del hipocampo en la memoria de reconocimiento

solamente se encontrd a corto plazo.
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Estudios con microdialisis in vivo en ratas, han demostrado que la exposicién a
ambientes novedosos, o sabores novedosos, producen una liberacién significativa
de acetilcolina cortical pero no de glutamato o GABA (Giovannini et al. 2001;
Miranda et al. 2000, 2002; Degroot et al., 2005) sin embargo, después de varias
presentaciones del mismo ambiente o sabor, la liberacidon de acetilcolina decrece
significativamente hasta que regresa a sus niveles basales, sugiriéndose una
relacion inversa entre la familiaridad y la liberacién de acetilcolina cortical
(Bermudez-Rattoni, 2005). También ha sido demostrado que las inyecciones de
escopolamina en la regién CA3 del hipocampo deteriora tareas de reconocimiento
de objetos tanto espaciales como no espaciales cuando la memoria es examinada
a corto plazo (3 minutos) (Hunsaker et al., 2007). Meeter et al. (2004) proponen
un modelo de conexiones estructurales que incluyen a la corteza entorrinal, el
giro dentado, CA3, CAl y el septum medial y en los cuales los niveles altos de
Acetilcolina permitirian la adquisicién de nueva informacion mientras que la baja
de ACh la evocacién de la informacion. La entrada colinérgica induce una amplia
gama de efectos fisiolégicos que incluyen la supresion de la transmisidn
sinaptica, tanto excitatoria como inhibitoria, la supresion de la adaptacién
neuronal, la despolarizacion de la células piramidales e interneuronas, y también
el fortalecimiento en las modificaciones sinapticas (Hasselmo, Wible vy
Wallenstein, 1996). La supresién de la actividad de las intrinseca conexiones
excitatorias son primeramente mediadas por los mecanismos de los receptores
muscarinicos, mientras que la activacion de los receptores nicotinicos, fortalecen
la transmision en las sinapsis a nivel talamocortical (Gionni et al., 1999).
Hasselmo y Bower (1993) proponen que los efectos colinérgicos fomentan la
adquisicidon de nueva informacioén, facilitando los cambios plasticos asociados con
la entrada de informaciéon y suprimiendo la interferencia de otra informacién
adquirida previamente.

Los hallazgos del presente estudio sugieren que los receptores muscarinicos de la
corteza perirrinal y el hipocampo juegan un papel importante en la sefalizacién
de la novedad del estimulo en la fase inicial del proceso de reconocimiento. Estos
resultados también sugieren que la corteza perirrinal, pero no el hipocampo,

comparte mecanismos tanto para el procesamiento a corto plazo como a largo

37




plazo de la memoria de reconocimiento. También sugieren que los primeros
pasos para la formacion de la memoria de reconocimiento requieren de la
neurotransmision colinérgica, a través de los receptores muscarinicos, de zonas
neo y arquicorticales del Iébulo temporal medial con lo cual la informacién
continuaria disponible durante un periodo corto de tiempo. El sistema
muscarinico del hipocampo podria suprimirse, pero el de la perirrinal continuaria
como el mecanismo que almacena la informacidon a largo plazo durante fases
posteriores. Posiblemente por esto, la inhibicién de la sintesis de proteinas en el
hipocampo no afecta la memoria de reconocimiento de objetos si no existen
componentes contextuales (Balderas et al., 2008).

Recientemente ha sido demostrado que el hipocampo, la corteza perirrinal y la
corteza prefrontal son partes de una red neuronal necesaria para el recuerdo del
componente temporal/recencia en la tarea de reconocimiento de objetos que es
independiente de la familiaridad o la informacién espacial (Barker, y Warburton,
2011).
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CONCLUSION

Los resultados de esta tesis apuntan a que la corteza perirrinal y el hipocampo
trabajan en paralelo para retener a corto plazo la informacion relevante para la
memoria de reconocimiento; sin embargo el almacenamiento de esta informacién
a largo plazo requiere solamente de la actividad de la corteza perirrinal mientras
que el hipocampo no es requerido, posiblemente a que su actividad declina
después de detectar un cambio en la familiaridad del contexto ocasionado por la

novedad del estimulo.
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