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Resumen

Una amplia cantidad de investigacion ha demostrado que la administracién de
agentes farmacoldgicos anticolinérgicos produce potentes efectos amnésicos.
Sin embargo, diversas especies de mamiferos son capaces de adquirir
respuestas de asociacion, discriminacién y generalizacion empleando la
administracion de antagonistas colinérgicos como estimulo discriminativo. No
obstante, no esta claro si en el mecanismo a través del cual estos farmacos
ejercen el control de estimulos participan los receptores colinérgicos
periféricos, si hay una participacion diferencial de los distintos tipos de
receptores o que sistemas cerebrales participan en esté proceso. Por lo cual
los objetivos del presente estudio fueron estudiar la participacion de los
receptores muscarinicos periféricos, analizar la participacion del receptor
muscarinico M1 y evaluar la participacion de la corteza prefrontal dorsolateral
en las propiedades discriminativas del antagonista muscarinico escopolamina.
Se utilizaron 37 ratas macho de la cepa Wistar, con un peso al inicio del los
experimentos de 250-300 g, las cuales fueron entrenadas a discriminar entre la
administracion de escopolamina (1.0 mg/kg) y de solucién salina (1.0 ml/kg),
empleando para ello una tarea operante con dos palancas. Una vez que los
animales alcanzaron el criterio de adquisicion se obtuvieron curvas de
generalizacion, para lo cual los sujetos fueron asignados aleatoriamente a 5
grupos con las siguientes condiciones: 1) escopolamina (0.0, 0.056, 0.091,
0.16, 0.31 y 1.0 mg/kg), 2) metilescopolamina (mismas dosis), la cual no cruza
la barrera hematoencefélica, 3) antagonista muscarinico selectivo del receptor
M; pirenzepina (0.0, 0.056, 0.091, 0.16, 0.31, 1.0 y 3.0 mg/kg), 4) grupo con
lesién electrolitica en corteza prefrontal dorsolateral y 5) grupo con lesion falsa
(sham).

Los resultados corroboran que los sujetos son capaces de discriminar la
administracion de escopolamina y generalizar su respuesta ante distintas dosis
de ella. No obstante, las curvas de generalizacibn muestran que los sujetos no
fueron capaces de generalizar su respuesta ante la administracion de
metilescopolamina ni de pirenzepina, por lo cual los datos sugieren que las
propiedades discriminativas de la escopolamina se procesan a nivel del SNC y
que el receptor M; no participa en ello. Por su parte, la lesion de la corteza
prefrontal dorsolateral no produjo diferencias estadisticamente significativas en
la curva de generalizacion con respecto al grupo sin lesion, lo cual sugiere que
la corteza prefrontal dorsolateral no participa en el control de estimulos ejercido
por la escopolamina.
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1. INTRODUCCION

Los seres vivos se enfrentan constantemente a una gran diversidad de cambios
en el medio ambiente, por ejemplo, cambios climaticos, de temperatura,
luminosidad, en la disponibilidad y ubicacién de recursos como alimento,
pareja, resguardo e incluso de amenazas provenientes de depredadores, etc. A
lo largo de la evolucion, se han desarrollado diferentes habilidades en distintas
especies las cuales les permiten responder adecuadamente a los cambios en
el medio ambiente, con el fin de aumentar la probabilidad de sobrevivencia, de
reproduccién y de conservacion de la especie, lo cual ha derivado en una
amplia gama de caracteristicas adaptativas que involucran desde la
organizacion molecular y celular hasta los procesos neurocognoscitivos o

procesos superiores.

La necesidad de interactuar con las fluctuaciones y variaciones ambientales
exige que el organismo sea capaz de adquirir y almacenar nueva informacion,
con el fin de utilizarla posteriormente para modificar y reorganizar su conducta
de acuerdo a las demandas o situaciones ambientales determinadas, en este

contexto se destacan claramente los procesos de aprendizaje y memoria.

El aprendizaje, es el proceso para adquirir nueva informacion del medio
ambiente, mientras que la memoria es el proceso necesario para almacenar y
evocar dicha informacion (Squire, 1987). El aprendizaje se puede definir
como la modificacién relativamente permanente de la conducta dependiente de

la experiencia (Dudai, 1995).

En busca de un sustrato bioldgico de los proceso de memoria se ha descrito la
relacion entre diferentes sistemas cerebrales y distintos tipos de memoria,
como el l6bulo temporal medial y el diencéfalo con la memoria declarativa
(Carlson, 2006), los ganglios basales y la memoria de procedimiento, el
cerebelo y la amigdala con el condicionamiento clésico, las vias reflejas con el
aprendizaje no asociativo (Squire y Zola, 1996), o bien la corteza frontal en su
porcién dorsolateral con la memoria de trabajo (Squire, 1987). Muchas de estas

estructuras reciben proyecciones colinérgicas desde nucleos del cerebro basal
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anterior o de interneuronas colinérgicas. Empleando herramientas
farmacoldgicas, como el uso de agonistas y antagonistas de los receptores de
acetilcolina (particularmente muscarinicos), se ha demostrado que la
participacion de esté sistema de neurotransmision es indispensable en el
proceso de distintos tipos de memoria (Hasselmo, 1999). Resulta anticuada la
idea de que la actividad de dichas areas este restringida a un solo proceso

mnémico.

Una habilidad adaptativa fundamental de los mamiferos es la capacidad de
diferenciar estimulos exteroceptivos e interoceptivos y organizar la conducta a
partir de la seleccibn de respuestas adecuadas ante estos estimulos. La
farmacologia conductual ha utilizado un paradigma experimental en el cual se
entrena a un organismo a discriminar entre la administracion de dos o mas
farmacos o entre la administracion de un farmaco y su ausencia. Este
procedimiento denominado “discriminacion de drogas” permite investigar las
propiedades como estimulo discriminativo de diversos farmacos. Una amplia
cantidad de investigacion ha demostrado que diversas especies, entre ellas
roedores, primates y humanos, son capaces de adquirir respuestas de
asociacion, discriminacion y generalizacion ante la administracion de agentes
antimuscarinicos como la escopolamina (Overton, 1977; Jung y cols., 1987b;

Kelley y Porter, 1997; Casasola y cols., 2007).

No obstante de que el paradigma de discriminacion de drogas con antagonistas
muscarinicos se ha empleado por varios afios, los mecanismos
neurofisiolégicos involucrados en la discriminacion de este tipo de farmacos no
estan suficientemente analizados ni determinados. Por lo cual, en el presente
estudio se analizo si durante la discriminacién de escopolamina en ratas estan
involucrados los receptores muscarinicos periféricos, si el antagonismo
especifico del receptor muscarinico tipo M; es suficiente para reproducir el
control de estimulos de la escopolamina y si la integridad de la corteza
prefrontal dorsolateral es indispensable para discriminar la administracion de
escopolamina. Para lo cual se emplearon curvas de generalizacibn como

medida cuantitativa del control de estimulos ejercido por la escopolamina.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Acetilcolinay memoria

A partir de numerosos estudios con pacientes humanos y manipulaciones
experimentales con animales no humanos, se han descrito distintos tipos de
memoria, cada uno de los tipos de memoria se diferencian en funcién de la
naturaleza de la informacién, el tipo de procesamiento, del tiempo de su
almacenamiento, de sus bases neuroanatémicas, etc. Por ejemplo, Atkinson y
Shiffrin propusieron el modelo multimodal en 1968, en el cual hay distintas
formas de memoria (sensorial, corto y largo plazo), en relacion al tiempo de
almacenamiento de la informacién. Una diferenciacion entre tipos de memoria
mas reciente y ampliamente aceptada es la que distingue a la memoria
declarativa y la memoria no declarativa, en ella se considera el tipo de
informacion procesada y almacenada, sus bases neuroanatomicas y la
capacidad de recordar conscientemente hechos y eventos o la recuperacién no

consciente de capacidades aprendidas (Rains, 2006; Squire y Zola, 1996).

En 1974, Baddeley describi6 la memoria de trabajo como un tipo de memoria a
corto plazo necesaria para resolver tareas que involucran el recuerdo de
informacion util para realizar el siguiente ensayo inmediato, es un tipo de
memoria funcional que comprende dos elementos fundamentales, el espacio
de trabajo y la funcion ejecutiva. El primero consta de un almacén temporal
general, varios sistemas especializados de almacenamiento temporal y
procesos aplicados a ellos en un momento determinado, mientras que el
segundo se encarga de la coordinacién de contenidos y procesos para el
trdnsito de los mismos en el espacio de trabajo (Baddeley y Hitch, 1974; Rains,
2006).

Respecto a los estudios realizados con pacientes humanos en 1957, William
Scoville y Brenda Milner reportaron el caso clinico del paciente HM, a quien
como tratamiento para la epilepsia, se le realiz6 la extraccion bilateral de un
area restringida al I6bulo temporal medial. Después de la intervencion
quirdrgica el paciente mostr6 una severa incapacidad para formar nuevas
memorias relacionadas a hechos y eventos, pero no para el aprendizaje de

nuevas habilidades motoras (Scoville y Milner, 1957). Los estudios con el
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paciente HM resultaron en una clara evidencia de la existencia de dos tipos de
memoria, una dependiente del |6bulo temporal medio (memoria declarativa) y
otra independiente de esta estructura (no declarativa). La memoria no
declarativa incluye varias habilidades motoras y preceptuales, habitos,
aprendizaje emocional, como habituacion, sensibilizacion y condicionamiento
clasico y operante (Squire y Kandel, 2000). Se describieron analogos para
ambos tipos de memoria en modelos animales, denominados memoria explicita

e implicita, respectivamente (Olton y Papas, 1979).

Diversos estudios han descrito sustratos neurobiolégicos de los proceso
asociados a distintos tipos de memoria, se ha correlacionado la actividad de
diferentes estructuras con distintos tipos de memoria, como el I6bulo temporal
medial (especialmente la formacién hipocampal: subiculo, giro dentado y
cuerno de Ammon) y el diencéfalo con la memoria declarativa (Carlson, 2006;
Squire y Zola, 1996; Hasselmo, 2006), los ganglios basales, particularmente el
nucleo estriado, con la memoria procedimental, el cerebelo y la amigdala con el
condicionamiento clésico, las vias reflejas con el aprendizaje no asociativo
(Squire y Zola, 1996) y algunas areas de la corteza frontal, tal es el caso de la
porcién dorsolateral, con la memoria de trabajo (Squire, 1987). Todas las
estructuras cerebrales anteriores reciben proyecciones colinérgicas desde el
cerebro basal anterior, regiones pontomesencefalicas o presentan actividad
colinérgica local a través de interneuronas. Desde el punto de vista
neurobiolégico, se ha reportado que la acetilcolina esta implicada en diversos
procesos cognitivos como el alertamiento, el aprendizaje asociativo y la

memoria (Squire, 1987; Hasselmo, 2006).

La acetilcolina (ACh) es el primer neurotransmisor descrito, a partir de entonces
y durante décadas, ha recibido la atencion de distintos grupos de investigacion
debido a su importancia en cuanto a su distribucion y los procesos fisiologicos y
conductuales en los que esta implicado. La ACh resulta como producto del
metabolismo de la colina y la acetil-coenzima A, un producto mitocondrial, el
proceso es llevado a cabo por la enzima colin-acetiltransferasa, la cual cataliza
la transferencia del ion acetato de la coenzima A, a la colina (figura 1). En tanto
la inactivacion ocurre principalmente tras la degradacion por la enzima acetil-

colinesterasa resultando colina y acetato (Feldman y cols., 1997).
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Sintesis

G, 7 Gy G
CHyN - CH;CHzOH + CHy C-S-CoA === CH;N - CH7CH50-C-CH,+ HS-CoA
CH, CH,
Caolina Acetil Coenzima A Acetilcolina Coenzima A
Degradacidn
cH ’ cH 0
CHzN - CHzCH;O-C-CH,+ H,0 —> CHz N -CHzCH; OH + OH-C-CH,
CH, CH,
Acetilcolina Colina Acetato

Fig. 1. Via metabdlica de sintesis (arriba) y degradacion (abajo) de acetilcolina.

La acetilcolina actia a través de dos clases principales de receptores
sindpticos, los receptores nicotinicos y los receptores muscarinicos (figura 2),
distinguidos funcionalmente y denominados segun los alcaloides exdgenos que
interactian de forma agonista con ellos: la nicotina y la muscarina. Se
encuentran ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central y periférico,
en musculo esquelético, liso, cardiaco, en glandulas enddcrinas y exdcrinas, en
el mesencéfalo, en el sistema limbico, en corteza, entre otras areas. El receptor
ionotropico denominado “nicotinico” a su vez se clasifica en diferentes subtipos
de acuerdo a las subunidades que le conforman: alfa, beta, gama, delta y
épsilon. Por su parte, para el receptor metabotrépico llamado “muscarinico” se
ha descrito 5 subtipos (M; al Ms), organizados en dos familias segun su pefrfil
farmacoldgico e interaccién con el metabolismo de la célula: los My, M3 y Ms
estidn asociados principalmente a una proteina Gy que activa la enzima
fosfolipasa C, generando al segundo mensajero diacilglicerol y posteriormente
al inositol trifosfato, aumentando los niveles de calcio (Ca®") intracelular y en
consecuencia la probabilidad de activacién de proteincinasa C (PKC); se ha
reportado que también pueden estimular a la enzima fosfolipasa A2 y D. En
tanto los receptores M, y M4 se acoplan principalmente a una proteina G;,
inhibidora de la enzima Adenilato-ciclasa, disminuyendo los niveles de AMPc, o
bien acoplados a proteina G, modulando la actividad de canales dependientes
de voltaje para Ca?* (von Bohlen und Halbach y Dermietzel, 2006; Wess y
cols., 2007).
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La distribucion de los subtipos del receptor muscarinico en el sistema nervioso
central (SNC) y tejidos periféricos no es uniforme, sino que algunas estructuras
especializadas como el hipocampo y la corteza cerebral presentan diferente
densidad de los distintos receptores. En términos concretos y de acuerdo a los
resultados obtenidos por Caulfield en 1993, quien utiliz6 técnicas para
cuantificar la expresion de ARNm o anticuerpos para los subtipos de dicho
receptor, en el hipocampo se expresan los 5 subtipos de receptores. Sin
embargo, la concentracién de M; es significativamente mayor con respecto a
los otros 4 subtipos, mientras que en la corteza cerebral se encontraron
principalmente receptores M;, aunque también se observaron Mz y M,. Por su
parte, en el estriado la poblacién de receptores es prioritariamente M4 y en
segundo término M1, M2 y Ms. En cuanto a los tejidos periféricos, el receptor M,
se encuentra principalmente en el corazon, aunque también se expresa en
tejido pulmonar en donde se reporta mayor densidad de M, y en menor
concentracion Ms, en las glandulas exdécrinas es abundante el Mz y
significativamente menor el M; (Klinkenberg y Blokland, 2010). En el caso
particular del receptor M; en la corteza, se observa mayor poblacién en las

capas | a lll con respecto a las capas IV a VI (Bogdanovic y cols., 1993).

Intracelular

TINa*]; TPLCP | Adenilatociclasa
1 [ca?"] T[ca®, T MAP cinasa

- T MAP cinasa | Canales dependientes
TIK™); 1 corriente M de voltaje Ca**

Fig. 2. En A (izquierda), se muestra la estructura heteropentamérica de un receptor
nicotinico, se observan cuatro de sus cinco subunidades en sus porciones intra, extracelular
y segmentos transmembranales. En B (derecha), se muestra un esquema que representa
a los subtipos del receptor muscarinico y algunos de los mecanismos intracelulares
asociados a su activacion (basado en von Bohlen und Halbach y Dermietzel, 2006; Wess y
cols., 2007). Los cuadros indican las modificaciones con el citoplasma que inician procesos
metabdlicos.
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El sistema colinérgico esté distribuido por todo el SNC a través de distintas vias
(Mesulam y cols., 1983; Rosenzweig y Leiman, 1992; Woolf, 1991), en la figura
3 se representan los principales nucleos colinérgicos y sus principales

proyecciones en el sistema nervioso central de roedores.

Fig. 3. Esquema de los nucleos colinérgicos y sus proyecciones en el cerebro de rata.
Ch1: Nicleo del septum medial, Ch2: Banda diagonal de Broca, Ch3: Banda horizontal de
Broca, Ch4: Nucleo Basal magnocelular, Ch5 y Ch6: Nucleos tegmentales, Ch7: Habénula
y Ch8 Niucleo parabigeminal (adaptado de von Bohlen und Halbach y Dermietzel, 2006;
Mesulam y cols., 1983 y Woolf, 1991).

De acuerdo a la literatura referente tanto a casos clinicos, como a condiciones
experimentales, se pueden establecer dos vias colinérgicas muy importantes
para los procesos de memoria, especialmente para la memoria explicita: 1)
Nucleo Basal Magnocelular y sus proyecciones al sistema limbico (ndcleo
accumbens, amigdala, formacion hipocampal, corteza del cingulo) y corteza
(Carlson, 2006; Kandel y cols., 1991) y 2) el sistema emergente del complejo
formado por la Banda Diagonal de Broca y el Nucleo del Septum Medial que
inervan al sistema limbico, principalmente a la formacién hipocampal (Meeter y
cols., 2004).

La escopolamina (I-hioscina), es un alcaloide extraido principalmente de la raiz
del belefio (hyoscyamus niger), una planta de la familia de las solanaceas
(Brailowsky, 1998). Es un antagonista colinérgico, con una pKa=7.2 (pH en el
cual el 50% de la droga esta ionizada), que se une al mismo sitio diana del
neurotransmisor en los receptores muscarinicos (Lullmann y cols., 2000), actia

a nivel periférico inhibiendo la actividad del sistema parasimpéatico en
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consiguiente disminuye las secrecion de glandulas lacrimales, produce
midriasis, bronquiodilatacion, incrementa la frecuencia cardiaca y produce
decremento de la motilidad en el tracto gastrointestinal. Sus efectos centrales
son utilizados como referencia al inducir deterioro cognitivo en humanos vy
animales no humanos (Klinkenberg y Blokland, 2010), por ejemplo, se ha
descrito que su administracién produce perdida de la memoria reciente
(amnesia anterégrada), deterioro al ejecutar tareas de reconocimiento de
objetos (Winters y cols., 2008), alteracién en la retencion de informacion en
ratas entrenadas en tareas de discriminacion (Squire, 1987), disminucion en la
ejecucion de roedores en la tarea de evitacion pasiva y memoria espacial a
largo y corto plazo en el laberinto de Morris (Lee y cols., 2009) y deterioro de la
memoria viso-espacial, pero no la discriminacion viso-espacial en perros

(Araujo y cols., 2004), entre otros.

Los efectos centrales y efectos conductuales ejercidos por los agonistas
muscarinicos oxotremorina o arecolina, son bloqueados por la escopolamina
pero no por la metilescopolamina (Jung y cols., 1987a). Adicionalmente el
equipo de trabajo de Molchan (1992) refieren el trabajo de Sunderland, en el
cual se reporta que los pacientes con demencia tipo Alzheimer son mas
sensibles a los efectos de la escopolamina, e incluso que la administracion de
esté farmaco resulta una herramienta muy Uatii como modelo para la
investigacion acerca de la enfermedad neurodegenrativa de Alzheimer
(Molchan y cols., 1992).

La metilescopolamina [(-) metil bromuro de escopolamina], es un derivado de la
escopolamina y a su vez un andlogo de esta, que presenta el mismo
mecanismo de accion en cuanto a su selectividad. Es utilizada en la clinica
para el tratamiento de espasmos musculares (Dai y Baun, 1993). A su
estructura quimica se le afiade un grupo metilo (figura 4) dificultando que la
molécula cruce barrera hematoencefalica (Hoff y cols., 2010), por lo tanto
produce efectos similares a los de la escopolamina en la periferia, pero no a
nivel central. Por ejemplo Peele y Baron en 1988, evaluaron la adquisicion de
ratas entrenadas a resolver un laberinto radial bajo los efectos de la
escopolamina, observando deterioro en la ejecucion de los sujetos, utilizando la

misma tarea, tales efectos no se presentaron tras la administracion de
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metilescopolamina (Peele y Baron, 1988). En un estudio realizado por Kirkby y
colaboradores (1995) con ratas entrenadas en una tarea de igualacion a la
muestra (de posicion) con demora para evaluar memoria de trabajo, la
escopolamina produjo decremento en el porcentaje de respuestas correctas
dependientes de la dosis y de las demoras, estos efectos no se observaron tras
la administracion de metilescopolamina. No obstante existe evidencia de que la
metilescopolamina puede alterar funciones cognitivas como memoria de trabajo

(Herremans y cols., 1995).

B C

H o]
N

A CHj
s HC_ _-CHs
O O Q
OH ‘
OH
\N .
1
0 S N / \
0 oH N N o= CH
2 0

Fig. 4. Se presenta en A, la estructura de la molécula de escopolamina; en B, la
metilescopolamina y en C, la de pirenzepina.

3

Por otra parte, el receptor M; estd claramente implicado en procesos de
aprendizaje y memoria, no solo por la importante densidad de este receptor
presente en hipocampo y corteza; la evidencia experimental indica que
antagonistas selectivos a los receptores M; como la pirenzepina (Fig. 4),
producen efectos sobre la memoria semejantes a los observados con
escopolamina (Mishima y cols., 2001). La pirenzepina deteriora la ejecucion de
los sujetos en la tarea de no igualacion a la muestra (de posicién) con demora
(Aura y cols., 1997), en memoria de trabajo (Sala y cols., 1991; Messer y cols.,
1987) y en memoria representativa (Messer y cols., 1990). En tanto que los
antagonistas selectivos a los receptores M, (ej. AFDX-116) mejoran la
retencion espacial en animales de laboratorio (Packard y cols., 1990).
Adicionalmente, hay referencias del uso de agonistas al receptor M; como
terapia farmacoldgica para pacientes con demencia tipo Alzhaimer (Conn y
cols., 2009).

La pirenzepina se une a preferentemente a receptores M;, sin embargo

presenta diferentes grados de afinidad por los otros subtipos del receptor, con
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un perfil de uniobn M;>Ms, M4, Ms>M; (Buckley y cols. 1989). La pirenzepina
actia a nivel central y periférico, sin embargo no cruza facilmente barrera

hematoencefalica (Jung y cols., 1987b).

2.2. Discriminacién de estimulos y generalizacién

Como se mencion6 anteriormente, todos los organismos estan inmersos en un
medio ambiente variable y constantemente cambiante, en el cual es
indispensable identificar las caracteristicas ambientales favorables o
perjudiciales con el fin de aumentar la probabilidad de supervivencia, desarrollo
y reproduccion, para ello, los organismos deben ser capaces de detectar y

discriminar estimulos y responder diferencialmente ante ellos.

Los animales poseen la habilidad para diferenciar las caracteristicas
particulares en determinadas dimensiones de los estimulos, integrar la
informacion ambiental (exteroceptiva o interoceptiva) y conducirse de manera
adaptativa organizando su conducta a través de la seleccion de respuestas
adecuadas ante estas diferencias. De esta forma encontramos que el
reforzamiento diferencial entre estimulos es fundamental para la amplia
diversidad, versatilidad y capacidad adaptativa de la conducta aprendida. En
este contexto el sujeto aprende y recuerda la relacién entre estimulos, un
estimulo y una respuesta, dos respuestas, un estimulo y una consecuencia,

una respuesta y una consecuencia, etc.

Consideramos que un estimulo es todo aquel fenébmeno que desencadena una
reaccion funcional en el organismo, los estimulos pueden adoptar una gran
variedad de formas, luz, sonido, calor, presién, moléculas solubles, etc.; las
cuales a su vez varian continuamente, segun sus caracteristicas particulares
(Thompson, 1975), lo que les confiere la cualidad de ser distinguibles, en el
sentido de ser variaciones ambientales perceptibles y de ser eficaces para

provocar cambios fisioldgicos o conductuales en el organismo (Barry, 1974).

En relacién al aprendizaje circunscrito a las propiedades de un sdlo estimulo,
es decir aprendizaje no relacional, se encuentran los fenomenos de habituacion
y sensibilizacion. El primero se refiere a la disminucion de la respuesta ante un

estimulo particular constante y repetitivo, que aporta informacion trivial para la
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adaptacion, mientras que la sensibilizacion es la habilidad para aumentar la
magnitud en la respuesta ante un estimulo perjudicial (Dudai, 1995; Squire y
Kandel 2000). Por otra parte el condicionamiento clasico y el condicionamiento
operante o instrumental son ejemplos de aprendizaje asociativo, donde el
sujeto aprende la relacion entre dos estimulos y la relacion entre un estimulo y

su conducta respectivamente (Squire y Kandel 2000).

El condicionamiento clasico descrito por Ivadn Pavlov a principios del siglo
veinte, consiste en presentarle a un organismo un estimulo (estimulo
incondicionado, EI), el cual evoca una determinada respuesta (respuesta
incondicionada, RI), posteriormente se presenta repetidamente y de manera
contigua al El, un estimulo que no provoca la Rl por si mismo (estimulo neutro,
EN). Una vez establecido un proceso de asociacion entre el El y el EN, el EN
es capaz, por si mismo, de evocar la respuesta incondicionada, en este
momento al EN se le denomina estimulo condicional o condicionado (EC) y a la

respuesta producida por este se le denomina respuesta condicionada (RC).

El condicionamiento operante cuyo origen se remonta a los estudios de Edward
Thorndike, se refiere al fendbmeno que tiene lugar cuando la probabilidad o
intensidad de una respuesta conductual espontanea, es alterada por sus
consecuencias; si una conducta determinada tiene consecuencias favorables
(reforzadoras), aumentard la probabilidad de que el organismo vuelva a
presentar dicha conducta, en tanto si las consecuencias son desagradables la

probabilidad de presentar la conducta disminuiré (castigo).

Analizando los proceso implicados en estos fendmenos, se puede describir que
el estimulo debe estar dado en dimensiones que el organismo sea capaz de
percibir, debe poseer relevancia ambiental y producir la respuesta. Bajo estas

caracteristicas el estimulo es susceptible a procesos de discriminacion.

Se describe al proceso de discriminacion de estimulos como el hecho de que
los sujetos pueden aprender a restringir el rango de caracteristicas del estimulo
ante el cual responder, resultando en respuestas diferentes ante dos o mas
estimulos (Domjan, 2010). En estricto sentido un organismo es capaz de emitir

respuestas diferenciales ante distintos estimulos, ya sean estds respuestas
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reflejas o instrumentales, sin embargo desde la perspectiva del
condicionamiento operante un estimulo discriminativo se puede definir como la
sefial que un sujeto ha asociado con determinado reforzamiento (estimulo
discriminativo positivo, E°) o con la ausencia del reforzamiento (estimulo
discriminativo negativo, E*) y por consiguiente se reconoce que el estimulo a
adquirido control sobre la conducta del sujeto (Marx, 1976). Por ejemplo, si se
entrena a un sujeto en una tarea operante bajo un programa de reforzamiento
de razon fija 1, en el que se le da el reforzador al sujeto si presiona la palanca
cada vez que se presenta una luz roja, mientras que si se le presenta una luz
azul, aun si el sujeto presiona la palanca no obtendra el reforzador; entonces la
luz roja es el EP, en tanto que la luz azul es el E*, optimizando su conducta se
reducird la probabilidad de que el sujeto responda ante la luz azul,

manteniendo alta la probabilidad de responder ante la luz roja.

No obstante otros estimulos con algunas variaciones respecto al estimulo
original (estimulos de prueba) son efectivos para producir la respuesta
previamente aprendida, es decir, el organismo responde de manera similar a
dos 0 més estimulos que comparten propiedades o caracteristicas parecidas, a
este fendbmeno se le conoce como generalizacion (Domjan, 2010). Si los
cambios en una misma dimension del estimulo de prueba se presentan de
manera gradual, la respuesta correspondiente también se verd afectada de
manera gradual en amplitud o frecuencia, obteniendo un gradiente de
generalizacion que disminuye conforme incrementa la diferencia entre los
estimulos de prueba con respecto al E°. Un gradiente de generalizacién aporta
informacion acerca de cuanto debe modificarse un estimulo para que se dé un
cambio en la conducta y del grado de control que tiene un estimulo sobre la
conducta. Al mismo tiempo el gradiente de generalizacion es una funcion
cuantitativa que puede emplearse para evaluar la capacidad de discriminacion

del organismo.
2.2.1. Modelos de discriminaciéon

Existen diferentes procedimientos experimentales para estudiar el aprendizaje

de discriminacion de estimulos, estos procedimientos han sido muy utiles al
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analizar los mecanismos que subyacen al aprendizaje asociativo, para evaluar
las habilidades individuales para percibir diferencias entre estimulos, para
estudiar los procesos sensoriales y preceptiales, asi como para desarrollar
manipulaciones experimentales en los estimulos y el reforzamiento. En un
trabajo realizado por Jenkins y Harrison en 1960 en palomas, se evaluaron las
respuestas ante una luz y un tono (1000 Hz) como estimulos discriminativos,
en este estudio se reportd que la luz ejerce mayor control sobre la conducta
que el tono (Domjan, 2010). Lo anterior es un claro ejemplo de lo dicho por
Sherrington acerca de un estimulo adecuado: “un sistema receptor dado sera
mucho mas sensitivo a un tipo de estimulos que a otros” (Thompson, 1975).
Aunque él se referia a un sistema sensorial, es claro que en el contexto de las
demandas que cada organismo enfrente en su medio determina la probabilidad
de que atienda prioritariamente una dimension de los estimulos sobre otra, por
lo tanto determinados estimulos pueden ejercer un control intenso sobre la
conducta de un organismo y pobre o ningun control sobre la conducta de otro
organismo. No se le preguntaria a un topo nariz estrellada, en cudl tipo de tierra

prefiere cavar, por el color.

Los investigadores han estudiado los fendmenos de discriminacion y
generalizacion de estimulos valiéndose de diversas especies (ej. tiburones,
palomas, ratas y monos), tipos de estimulos y tareas. En 2010 Gardiner y
Atema, reportaron que la presentacion diferencial del olor de calamar en cada
una de las narinas de tiburén (Mustelus canis), modificé la direccion de nado
del animal en busca de alimento (Gardiner y Atema, 2010). En 1956 Guttman y
Kalish, entrenaron a cuatro grupos de palomas a responder a una tecla tras la
presentacion de un estimulo con una longitud de onda determinada para cada
grupo (530, 550, 580 o 600 nm, respectivamente) y observaron que el
gradiente de generalizacion para cada grupo se distribuia de forma semejante.
El gradiente presentd una funcion ascendente conforme la longitud de onda del
estimulo de prueba se acercaba a la del estimulo de entrenamiento (E°) de
discriminacion, llegando al maximo de respuesta al presentarse la longitud de
onda igual a la del EP y decreciendo conforme la longitud de onda del estimulo
de prueba excedi6 a la del estimulo de entrenamiento (Domjan, 2010). En un

experimento Gloski y colaboradores entrenaron ratas en un laberinto acuatico
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para estudiar discriminacién espacial y discriminacion de sefiales no
espaciales, ambos grupos aprendieron a resolver la tarea valiéndose de las
sefales disponibles (Gloski y cols., 1995). No solo estimulos simples son
susceptibles de ser discriminados, también lo son estimulos complejos como
secuencias de sonido (Kudoh y cols., 2004), patrones visuales como lo
muestran Harder y colaboradores al entrenar a monos (Harder y cols., 1998), el
ndmero de elementos en un conjunto visual (Emmerton y Renner, 2006),
estimulos interoceptivos como hambre y saciedad (Schechter, 1990),
intensidad de dolor (Hill y cols., 1952), asi como el efecto producido en el
organismo como consecuencia a la administracion de un farmaco,
procedimiento denominado como discriminacion de drogas (Barry, 1974,
Overton, 1977; Colpaert y Koek, 1995).

2.2.2. Neuroanatomia y discriminacién

Discriminar un estimulo depende de que el sujeto sea capaz de detectar y
diferenciar los cambios ambientales, procesar la informacion necesaria
(exteroceptiva 0 interoceptiva) y responder adecuadamente. Para ello el
organismo debe contar con un sistema nervioso capaz de llevar a cabo los
procesos necesarios que requiere esta tarea cognoscitiva, lo cual incluye por lo
menos tres divisiones fundamentales, una sensorial (aferente), centros de
procesamiento e integracién y mecanismos para responder (eferentes). Esta es
la misma organizacion que se presenta en la mayor parte de los animales. El
conocer los sistemas neurobiologicos que subyacen a la discriminacion de
estimulos permite conocer mejor los mecanismos del proceso e incluso
detectar las causas de posibles alteraciones o deficiencias que puedan

presentarse durante el proceso.

Diferentes procesos neurobiol6gicos requieren necesariamente la integridad de
Sus circuitos neuronales, que comprenden estructuras, conexiones y sistemas
de neurotransmision, la discriminacion de estimulos no es la excepcion. En
general, la investigacion neurocientifica sobre los mecanismos neurales
vinculados al proceso de discriminacion de estimulos incluye el sistema
sensorial que corresponde con la naturaleza del estimulo, ya sea éste

mecanico, luminico, auditivo, quimico o incluso farmacoldgico, adicionalmente
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incluye la participacion de cortezas de asociacion y de sistemas cerebrales
especificos. Por ejemplo, al discriminar estimulos auditivos como tonos o
secuencias de sonidos son indispensables las aferencias sensoriales auditivas
y a la propia corteza auditiva (Kudoh y cols., 2004; Porter y cols., 2010), o bien,
se ha encontrado wuna correlacion entre una importante actividad
neurofisiolégica en la corteza visual primaria durante la discriminacion visual
(Mok vy cols., 2009; Waterston y Pack, 2010). En un estudio realizado por el
equipo de investigacion de Barnes, se encontré que las células de la corteza
periforme anterior responden especificamente durante la discriminacion de
olores (Barnes y cols., 2008). Particularmente, algunos estudios han sefialado
la participacion de estructuras cerebrales cuya relevancia en procesos
cognoscitivos es clasica, por ejemplo la participacion del hipocampo de ratas
ha sido implicada en procesos de discriminacion espacial (Golski y cols., 1995)
y aprendizaje discriminativo (Olds y cols., 1990; Teng y cols., 2000). De igual
forma la corteza prefrontal también ha sido asociada con procesos de

discriminacion de estimulos (Fuster, 1999).

2.2.3. Corteza prefrontal dorsolateral y discriminacion de estimulos

Generalmente se distinguen tres regiones de la corteza frontal, la corteza
motora primaria, la corteza promotora y la corteza prefrontal. A su vez la
corteza prefrontal se puede subdividir anatbmicamente en tres grandes
regiones: dorsolateral, inferior u orbital y regiones mediales (figura 5). La
distincion entre estas tres regiones se basa mayormente en las caracteristicas
citoarquitecténicas (Banich y Compton, 2011; Kolb y Whishaw, 2006). Por otra
parte la corteza prefrontal se distingue también con base en su conectividad
anatémica y especializacion funcional, la region prefrontal recibe proyecciones
del nucleo dorsolateral del tAdlamo, dichas conexiones se preservan en distintas

especies de mamiferos (Kringelbach y Rolls, 2004; Zald, 2007).

Funcionalmente, las zona orbital ha sido relacionada con conducta emocional,
las regiones mediales con juicios, toma de decisiones y deteccién de errores,
mientras que la corteza dorsolateral (la mas desarrollada en el ser humano)
esti asociada a procesos de atencion, memoria y organizacion temporal de la

conducta; indispensable para funciones subordinadas como la integracion
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temporal y memoria de trabajo (Banich y Compton, 2011; Fuster, 2001). La
corteza prefrontal dorsolateral se ubica en las areas 8, 9 45 y 46 de Brodmann,
incluye las porciones medial y superior del giro frontal en la superficie lateral del
I6bulo frontal (Barbas, 2000; Callicott y cols., 2000; Koenigs y Grafman, 2009).
Recibe aferencias de la porcion parvocelular del nicleo dorsomedial del tAlamo
(Aou y cols., 1983), de la corteza sensorial y presenta densa interconexion con
el area premotora, fibras frontales de los ojos y la corteza parietal lateral; asi

mismo mantiene pobre conectividad con el hipocampo (Barbas, 2000).

Entre los sistemas de neurotransmisién presentes en la corteza prefrontal
dorsolateral predominan el sistema dopaminérgico, noradrenérgico y
colinérgico (Arnsten y Goldman-Rakic, 1984; Cavada y cols., 1995; Glausier y
cols., 2008). En cuanto a la acetilcolina y particularmente a los receptores
muscarinicos, se encuentra principalmente el subtipo M; (Klinkenberg y
Blokland, 2010). Diversos estudios han correlacionado padecimientos como
esquizofrenia y depresién con la disfuncion o pérdida de densidad celular en
esta &rea (Callicott y cols., 2000; Cotter y cols., 2002).

Fig. 5. Se representa la corteza prefrontal dorsolateral en
el humano (basado en Koenigs y Grafman, 2009).

Adicionalmente, la corteza prefrontal dorsolateral esta implicada en cognicion,
funciones ejecutivas, memoria viso-espacial (Funahashi y cols., 1989),
memoria de trabajo (Friedman y Goldman-Rakic, 1994; Koenigs y Grafman,
2009) y se ha relacionado con el procesamiento sensorial (Aou y cols., 1983).
Células en la corteza frontal dorsolateral presentan actividad ante diferentes
caracteristicas de estimulos visuales, asi como ante la posicion (Carlson y
cols., 1990) y procesos de discriminacién de estimulos principalmente visuales

(Ono y cols., 1984; Corbetta y cols., 1991). Aunque la mayor parte de la
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investigacion respecto a la corteza frontal dorsolateral se realiza en simios y
monos se ha reportado que en roedores se mantienen las mismas conexiones
talamo-corticales y su relevancia en tareas cognoscitivas (Crowne y Pathria,
1982; Glausier y cols., 2008).

2.3. Discriminacion de Drogas
2.3.1. Historia y aplicaciones

El interés cientifico por estudiar los efectos de las drogas sobre procesos
perceptuales se remonta formalmente a la primera mitad del siglo XIX, en
donde fisi6logos europeos se fascinaron por los efectos disociativos producidos
por las drogas. En 1930 se presento el primer reporte de un tipo de amnesia
reversible por drogas y en 1937, Girden y Culler, hicieron la primera
demostracion experimental de aprendizaje dependiente de estado, proponiendo
un modelo en muasculo estriado que fue incluido en los libros de texto
contemporaneos. Posteriormente se disefiaron experimentos para estudiar el
fendmeno de aprendizaje dependiente de estado. Hebb, Overton y Sachs en
las décadas de 1950 y 1960, publicaron modelos que predijeron que las drogas
podrian controlar directamente la recuperacion de la memoria sin que
interviniera la accion de los estimulos producidos por las drogas. Trabajos
realizados por Belleville, Barry, Harris y Balster, entre otros, mostraron que las
drogas generan estimulos capaces de ejercer control sobre la conducta (para

una revision ver: Overton y cols., 1999).

En los 70's se desarroll6 un paradigma experimental conocido como el
procedimiento de discriminacién de drogas, el cual le permiti6 a la farmacologia
conductual investigar las propiedades como estimulo discriminativo de distintos
farmacos y resolver algunas limitaciones encontradas en el modelo de
aprendizaje dependiente de estado, como la necesidad de usar dosis muy
altas, e incluso toxicas, para producirlo (Colpaert, 1999). La principal distincién
entre ambos procesos radica en el método experimental, en el aprendizaje
dependiente de estado el sujeto aprende hébitos diferentes para cada
condicién, es decir la presencia de la droga en el organismo es la base para

producir una respuesta particular, mientras que en el paradigma de
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discriminacién de drogas se entrena a un sujeto a través de una serie de
sesiones con diferentes condiciones (efectos subjetivos producidos por un
farmaco y la ausencia de ellos, o bien entre los efectos de dos o mas farmacos,
etc.), presentando cambios graduales en la respuesta como resultado del
reforzamiento diferencial e implica la capacidad para seleccionar la respuesta
entre dos 0 méas alternativas a responder (Barry, 1974). Cuando los sujetos han
aprendido la tarea, se presenta la fase de generalizacion que tiene como
objetivo evaluar los cambios graduales de distintas dosis del farmaco de

entrenamiento y de otros farmacos (Colpaerty cols., 1976).

En los estudios con discriminacion de drogas se han empleado diversos
programas de reforzamiento continuos o intermitentes como razoén fija, razon
variable, intervalo fijo, intervalo variable o combinaciones entre ellos (Young,
2009; McMillan y cols., 2001) y tareas instrumentales como flexién de las patas,
presion de barras o palancas, recorrer laberintos en T 6 Y, seleccién en una
caja con tres opciones y evitacion pasiva, entre otras (Overton, 1971; Schuster
y Blaster, 1977).

El procedimiento de discriminacion de drogas es Util en la investigacion sobre
los mecanismos de accion de nuevas drogas, asi como en la busqueda de
alternativas farmacoldgicas en la terapia para distintos padecimientos y es
complementario a otros estudios realizados para comparar efectos fisiologicos
(ej. presién sanguinea), conductuales (ej. locomocién) y cognitivos (ej.
amnesia) (Barry, 1974; Overton y cols., 1999). Al utilizar drogas como estimulo
discriminativo se aprovecha que sus efectos son potentes para producir
cambios en el organismo, facilmente percibidos y altamente predecibles,
aunque existen dificultades metodolégicas como el lento inicio y termino de los
efectos debido al tiempo necesario para que la molécula sea absorbida,
metabolizada y excretada; asi como la relativa incertidumbre acerca de la
naturaleza de la estimulacién, por ejemplo dos farmacos pueden presentar
efectos semejantes a partir de distintos mecanismos de acciéon (Barry, 1974;
Schuster y Blaster, 1977), éstas dificultades se pueden controlar mediante
disefios experimentales especificos, como emplear vias de administracién de
rapida absorcion, presentar periodos entre sesiones suficientes para la

aclaracion del farmaco, modificar la actividad de distintos sistemas de
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neurotransmision con agonistas y antagonistas, usar farmacos selectivos,
alterar la conectividad de un circuito con estimulacion eléctrica o lesionando
estructuras implicadas en la sefial producida por el farmaco de entrenamiento,

etc.

2.3.2. Modelos animales en discriminacion de drogas

En las investigaciones con seres humanos el procedimiento de discriminacion
de drogas es béasicamente igual al utilizado para otras especies, aunque la
administracion de las drogas se llevan a cabo bajo condiciones de doble ciego
y el reforzador suele ser monetario, muchos de estos estudios incluyen
cuestionarios sobre los efectos subjetivos (Young, 2009). Por ejemplo
Johanson y colaboradores (2006) entrenaron a personas a discriminar entre d-
anfetamina, el agonista de la serotonina, la meta clrofenilpiperazina y un
placebo, en las pruebas de generalizacion se evaluaron dos dosis de 3,4-metil
enedioximetafetamina (MDMA), un farmaco que interactia con ambos sistemas
de neurotransmision, los autores encontraron que la mitad de los participantes
reportaba a los efectos subjetivos del MDMA como similares a los de la d-
anfetamina y la otra mitad a los del agente serotonérgico (Johanson y cols.,
2006). Los voluntarios para este estudio presentaban un historial de consumo
de drogas de abuso, por lo que los resultados pueden ser cuestionables en el
sentido de que dicho consumo previo probablemente produjo modificaciones en
el sistema de los participantes en funciébn de las dosis consumidas y su
frecuencia. Con base en este tipo variables extrafias es recomendable estudiar
los efectos de las drogas en modelos animales con mayor control experimental,
aunado a que no todos los farmacos pueden ser administrados a humanos, aun

con consentimiento, principalmente por aspectos éticos.

La evidencia aportada por diversos estudios, deja claro que distintas especies
son capaces de discriminar y generalizar los efectos producidos por las drogas,
tal es el caso de palomas (Witkin y cols., 1980; McMillan y cols., 2001), jerbos
(Jarbe y Swedberg, 1998), puerco de Guinea (Hudzik y cols., 2003), ratones
(Snoddy y Tessel, 1983) y monos (Achat-Mendes y Platt, 2009). Cada uno de
estos estudios aporta informacion diferente y complementaria en la

caracterizacion de las propiedades como estimulo discriminativo de las drogas.
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Uno de los modelos mas utilizado en los estudios de discriminacion de drogas
es la rata en distintas cepas: Wistar, Sprague-Dawley y Long Evans (Barry,
1974; Young, 2009).

2.3.3. Farmacos como estimulos discriminativos

La cantidad de farmacos y dosis estudiadas a traveés del paradigma de
discriminacion de drogas es extensa, asi como los mecanismos de accion
neurobiolégicos involucrados en el efecto de estos farmacos. En 1976
Weissman, estudio los efectos como estimulo discriminativo de la aspirina en
ratas artriticas y normales, describiendo que tanto las ratas con artritis como las
normales son capaces de discriminar la administracion de la aspirina
(Weissman, 1976). Algunos grupos de investigacion han realizado numerosos
estudios sobre los efectos como estimulo discriminativo de narcéticos, como
morfina y fentanilo (Hill y cols., 1952; Colpaert y cols., 1975; McMillan y cols.,
2001). También se han estudiado agonistas GABAérgicos (Jarbe y Swedberg,
1998; McMillan y cols., 2001), agentes serotonérgicos (Appel y cols., 1999;
Oliver y cols., 2002; Gresch y cols., 2007), o noradrenérgicos (Dekeyne y cols.,
2001); estimulantes del sistema nervioso central como cocaina y anfetamina
(Witkin y cols., 1980; Cunningham y cols., 2006) y otras drogas de abuso como
etanol (Hodge y Cox, 1998), cannabinoides (Jarbe y Henriksson, 1974, Lile y
cols., 2010), cafeina (Solinas y cols., 2005) y nicotina (Desai y cols., 2003;
Wooters y cols., 2008); ademas de la nicotina se han evaluado las propiedades
como estimulo discriminativo de diferentes agonistas y antagonistas
colinérgicos como el agonista muscarinico oxotremorina (Jung y cols., 1987),
los agonistas selectivos a diferentes subtipos del receptor muscarinico Lu 26-
046 y O-Me-THPO (Arnt y cols., 1992) y antagonistas muscarinicos como
atropina, ditran y escopolamina (Overton, 1977; Jung y cols., 1987; Kelley y
Porter, 1997; Casasola y cols., 2007).

2.3.4. Discriminacion de escopolamina

Resulta interesante que pese al efecto amnésico producido por la
administracion de escopolamina y otros antagonistas muscarinicos, durante

mas de 40 afios la investigacion en el campo de la discriminacién de drogas ha
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demostrado que diversas especies son capaces de aprender respuestas de
asociacion, discriminacion y generalizacion tras la administracion de distintos
farmacos antimuscarinicos, incluyendo la escopolamina. En 1977 Overton
entreno eficientemente a ratas a discriminar la administracion de escopolamina
en un laberinto en “T”, encontrando generalizacibn completa o parcial con
distintas dosis de otros antagonistas muscarinicos como el dieran, la atropina o
la benacticina y no con otras drogas como la mecamilamina (un antagonista
nicotinico) y el pentobarbital (un agonista GABAérgico). Diez afios después,
otro grupo de investigacion entrené a ratas a discriminar escopolamina u
oxotremorina y posteriormente evaluaron la administracion
intracerebroventricular de pirenzepina (antagonista selectivo para los
receptores M), los resultados de este estudio mostraron que la pirenzepina no
fue generalizada por las ratas entrenadas a discriminar escopolamina, ni
bloqued el efecto como estimulo discriminativo de la oxotremorina (Jung y
cols., 1987a). En otro estudio realizado por Kelley y Porter, se entrend a ratas a
discriminar escopolamina, posteriormente se evalué la administracion del
neuroléptico atipico clozapina y se observd que los sujetos generalizaron su
respuesta a la clozapina. Este estudio estaba enfocado al mecanismo de
accion de la clozapina como antipsicotico, los autores concluyeron que el
bloqueo de los receptores muscarinicos tiene un papel importante en los
efectos como estimulo discriminativo de la clozapina (Kelley y Porter, 1997), sin
embargo las propiedades como neuroléptico pueden ser independientes de los

efectos producidos por el farmaco para el control de estimulos.

Debido a la importancia del hipocampo en procesos cognoscitivos como el
aprendizaje, la memoria y la discriminacion de estimulos y a que el hipocampo
recibe una importante inervacion del sistema colinérgico basal anterior y cuenta
con una gran cantidad de receptores muscarinicos, en un estudio previo
(Casasola y cols., 2007), se analiz6 la participacion del hipocampo dorsal en la
discriminaciéon de escopolamina. En este estudio se realizaron lesiones
bilaterales en el hipocampo dorsal de ratas previamente entrenadas a
discriminar la administracion de escopolamina de la administracién de solucion
salina. Posterior a la lesion, se evalud la respuesta de discriminacion y el

gradiente de generalizacion de los sujetos ante diferentes dosis del mismo
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farmaco de entrenamiento. Los resultados de este estudio mostraron un
deterioro transitorio en la discriminacién de escopolamina, la cual se restablecio
después de pocas sesiones de reentrenamiento, una vez restablecida, la
discriminacién de escopolamina se mantuvo por periodos prolongados. Estos
resultados sugieren que el hipocampo solo tiene una participacion parcial e
inicial respecto al control sobre la conducta ejercido por la escopolamina,
siendo otro sistema cerebral el responsable por el mantenimiento de la

discriminacion, posiblemente la corteza prefrontal.
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3. JUSTIFICACION

Dado que una amplia cantidad de investigacion ha demostrado que la
administracion de agentes anticolinérgicos, particularmente antagonistas
muscarinicos, produce potentes efectos amnésicos, resulta interesante que
diversas especies sean capaces de adquirir respuestas de asociacion,
discriminacion y generalizacion de antagonistas de este tipo. No obstante no
est4 claro cuéles son los mecanismos y sistemas cerebrales involucrados en la
capacidad de discriminar estos estados farmacoldgicos y las investigaciones
cientificas sobre este tema, a pesar de que los primeros estudios de
discriminacion de drogas colinérgicas tiene muchos afios, aun no son
concluyentes. Por esta razon el presente estudio se analiz6 primero si en la
discriminacion de escopolamina el procesamiento de la sefial o de la dimension
del estimulo involucra los mecanismos de accion periféricos de la
escopolamina, lo cual se evaluo a partir de la administracion de
metilescopolamina, un agente que no cruza la barrera hematoencefalica. En
segundo lugar, se analiz6 si durante la discriminacion de escopolamina
participa el receptor muscarinico tipo M, lo cual se evalud a través de la
administracion de pirenzepina, un antagonista con mayor afinidad para este
tipo de receptor. Finalmente, debido a que el hipocampo, adn siendo una zona
con alta densidad de receptores muscarinicos e implicada en procesos de
aprendizaje y memoria de tipo explicito, no parece ser la estructura principal
responsable la discriminacion de escopolamina, ya que su lesion electrolitica
no afecta permanentemente esta capacidad (Casasola y cols., 2007), resulta
consecuente analizar la participaciéon de otro sistema neurobiolégico de
memoria probablemente implicado en dichos efectos, este es el caso de la
memoria de trabajo. Por lo cual en el presente estudi6é también se analiz6 la
participacion de la corteza prefrontal dorsolateral en la discriminacion de
escopolamina previamente aprendida. La corteza prefrontal dorsolateral ha sido
asociada con la memoria de trabajo. Adicionalmente, la discriminacion de
estimulos, es esencial en la vida de los organismos, la adquisicion de
respuestas diferenciales ante distintos estimulos es un proceso adaptativo que

en si mismo merece ser estudiado y analizado.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos generales:

Analizar la participaciéon del sistema colinérgico periférico en las propiedades
discriminativas de la escopolamina a través del paradigma operante de

discriminacion de drogas en ratas.

Analizar la participacion del receptor muscarinico M; y de la corteza prefrontal
dorsolateral en las propiedades discriminativas de la escopolamina a través del

paradigma operante de discriminacion de drogas en ratas.

4.2. Objetivos especificos:

1. Evaluar los procesos de discriminacion y generalizacion con escopolamina,

empleando el paradigma operante de discriminaciéon de drogas en ratas.

2. Analizar si la conducta de discriminacion de escopolamina se generaliza con
su andlogo cuaternario con escasa penetracion al SNC, la

metilescopolamina.

3. Analizar si la conducta de discriminacion de escopolamina se generaliza con

el antagonista muscarinico selectivo para el receptor My, la pirenzepina.

4. Evaluar, a través de lesiones electroliticas, si la corteza prefrontal
dorsolateral participa en la discriminacion y generalizacion de escopolamina

en ratas.

5. Discutir la participacion del sistema de memoria asociado al proceso de

discriminacion de escopolamina.

4.3. Hipotesis generales:

1. Si la escopolamina, en la dosis de 1.0 mg/kg, ejerce control de estimulos
sobre la conducta de ratas empleando el paradigma operante de

discriminacion de drogas, se observard un gradiente de generalizacién con
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diferentes dosis de escopolamina.

2. Si las propiedades como estimulo discriminativo de la escopolamina son
procesadas exclusivamente a nivel central, no se observara generalizacion

de la respuesta ante la administracién de metilescopolamina.

3. Si los efectos como estimulo discriminativo de la escopolamina dependen del
receptor M;, se observar4d generalizacibn de la respuesta ante la

administracion de pirenzepina.

4. Si la corteza prefrontal dorsolateral participa en la discriminacion vy
generalizacion de escopolamina, se observard un deterioro de la ejecucion
de los sujetos como consecuencia a la lesion electrolitica de esta &rea

cerebral.

5. Si la lesion de la corteza prefrontal dorsolateral altera permanentemente la
capacidad de las ratas para discriminar la administracion de escopolamina,
probablemente la memoria de trabajo sea el principal sistema de memoria

asociado a la tarea.

5. METODO

5.1. Sujetos

Se utilizaron 35 ratas macho de la cepa Wistar (provenientes del bioterio de la
Facultad de Psicologia, UNAM) con 2 meses de edad al inicio del experimento.
Para el experimento | se utilizaron 17 ratas y 18 para el experimento Il. Todos
los sujetos iniciaron con acceso libre al agua y alimento hasta que los
procedimientos experimentales indicaran lo contrario y fueron mantenidos de
manera individual, en cajas (20x29x15 cm) de policarbonato transparente en un
cuarto con humedad 70% y temperatura constante (21 £ 1 °C) y con un ciclo
luz-oscuridad de 12-12 h; las luces se encendian a las 7:00 h y se apagaban a
las 19:00 h.

A lo largo del estudio se realizaron todos los esfuerzos para evitar cualquier
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dafo innecesario o sufrimiento a los animales y en todas las fases y
procedimientos del estudio se respetaron las normas de uso y cuidado de
animales de laboratorio (titulo séptimo de la Ley General de Salud respecto a la

Investigacion en Salud, México).

5.2. Instrumentos y materiales

Se utilizaron 4 cajas de condicionamiento operante (Lafayette Instruments Inc.
Sagamore Parkway North, IN, USA) de 29x30x34 cm, cada una equipada con
un sistema para atenuar ruido y luz ambientales, dos palancas retractiles que
requerian una presion de aproximadamente 15 DIN, ubicadas 6.0 cm arriba del
suelo conformado por barrotes de acero inoxidable, un comedero (equidistante
a las palancas), el cual contaba con un dispensador de liquidos
electromagnético (Lafayette Instruments Inc. Sagamore Parkway North, IN,
USA), mismo que liberaba 0.2 ml de solucion sucrosa (0.9 M) utilizada como
reforzador. Finalmente, en cada caja se ubicaron dos focos-estimulo (2 W)

cada uno 6.0 cm arriba de la palanca respectiva (izquierda y derecha).

La activacion de las luces, la entrega del reforzador y el registro de las
respuestas, fueron controladas por una interfaz MED (Med Associates INC,
Vermont, USA) y una computadora con el software MED for Windows (Med
Associates INC, Vermont, USA).

Para las cirugias se utilizé un aparato estereotaxico David Kopf para roedores,
un lesionador electrolitico de corriente constante marca Grass (Mod. DC

LM5A), un electrodo de acero inoxidable calibre 22 y material quirargico.

5.3. Farmacos

Se administr6 el antagonista competitivo colinérgico escopolamina (Sigma-
Aldrich, EUA), en dosis de 0.056, 0.091, 0.16, 0.31 y 1.0 mg/kg, el antagonista
competitivo colinérgico muscarinico (-) metil bromuro de escopolamina
(metilescopolamina) (Sigma-Aldrich, EUA), en las dosis 0.056, 0.091, 0.16, 0.31
y 1.0 mg/kg y el antagonista selectivo M; pirenzepina (Sigma-Aldrich, EUA) en
las dosis 0.056, 0.091, 0.16, 0.31, 1.0 y 3.0 mg/kg. Los farmacos fueron

disueltos en solucion salina isoténica al 0.9% como vehiculo y se administraron
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via intraperitoneal (i.p.) en un volumen de 1.0 ml/kg. En el caso de la dosis de

3.0 mg/kg de pirenzepina se administr6é en volumen de 3.0 mi/kg.

5.4. Procedimientos
Experimento I

Fase 1. Manipulaciones iniciales

Al inicio del estudio se registro el peso corporal de los sujetos durante tres dias
consecutivos para obtener la linea base de éste, durante dicho periodo los
sujetos tuvieron acceso libre al agua y al alimento. Una vez calculada la linea
base (promedio de los tres datos), el acceso al alimento para cada sujeto fue
restringido a 5.0 g de alimento por cada 100 g de peso, hasta que todos los
sujetos redujeron su peso corporal al 85-90% del peso inicial, esto con el
proposito de asegurar la motivacion para obtener el reforzador. Durante el resto
del experimento se cuid6é que los sujetos no redujeran su peso corporal por

debajo del 85% y se realizaron ajustes de acuerdo a la tasa de crecimiento.

Fase 2. Moldeamiento

Los sujetos recibieron dos sesiones de automoldeamiento en la respuesta
operante (presion de la palanca), durante las cuales el reforzador estuvo
disponible bajo un programa concurrente razén fija 1-tiempo fijo 20 s. Los
sujetos que no aprendieron a presionar las palancas, fueron entrenados
mediante el procedimiento de aproximaciones sucesivas, donde la
disponibilidad del reforzador estuvo bajo un programa concurrente razon fija 1-
tiempo fijo 60 s durante 2 sesiones (n=3). Una vez adquirida la conducta, todos
los sujetos fueron entrenados bajo un programa de razén fija con incremento
progresivo por sesion (1, 2, 3, 5y 8), hasta llegar a razon fija diez (RF10)
independiente en ambas palancas. Cada sesion termin6 a los 20 min o cuando

el sujeto obtuvo 60 reforzadores.

Fase 3. Entrenamiento de discriminacion de escopolamina

Las sesiones de entrenamiento en discriminacion se condujeron de forma
diaria, una por dia y 6 dias a la semana. 20 minutos antes del inicio de cada
sesion a cada sujeto se le administrd intraperitonealmente (i.p) escopolamina

(1.0 mg/kg) o el vehiculo (solucidn salina al 0.9%), ambos en un volumen de
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1.0 ml/kg (Casasola y cols., 2007), La administracién de droga o vehiculo se
determiné de acuerdo a una secuencia semialeatoria (Colpeart y Koek, 1995).
De acuerdo a un programa de RF10, las respuestas a una palanca produjeron
la entrega del reforzador cuando la escopolamina fue administrada, mientras
que las respuestas a la palanca opuesta fueron reforzadas cuando el vehiculo
fue administrado. La posicion (izquierda o derecha) de la palanca asociada a la
droga, fue contrabalanceada a fin de evitar sesgos por lateralidad de los
sujetos. Cada sesion de entrenamiento concluyé cuando el sujeto obtuvo 60

reforzadores o a los 20 minutos después del inicio de la sesion.

En cada sesion se registré el numero y la distribucion de las respuestas antes
del primer reforzador. Para completar el entrenamiento en discriminacion, cada
sujeto debié alcanzar los siguientes dos criterios de adquisicion: 1) el
porcentaje de respuestas asociadas a la palanca correcta antes del primer
reforzador debié ser igual o mayor al 83% (no mas de 2 respuestas en la
palanca inadecuada) durante 10 sesiones consecutivas (5 bajo la condicion de
escopolamina y 5 bajo la condicién salina) y 2) que el sujeto obtuviera al menos
40 reforzadores por sesion. La distribucién de las respuestas durante las 10
sesiones correspondientes a los criterios de adquisicion fue considerada en lo

sucesivo del estudio como la linea base (LB) de adquisicion.

Fase 4. Pruebas de generalizacion

Las pruebas de generalizacion iniciaron 24 horas después de que cada sujeto
cumplié con los criterios de adquisicion anteriormente descritos. En esta fase
en cada sesion prueba de generalizacion fue omitida la entrega del reforzador,
por lo cual cada sesién prueba fue intercalada entre minimo 2 sesiones de
entrenamiento (fase 3), durante las cuales se cuidd que los sujetos
mantuvieran el nivel de discriminacion correspondiente a los criterios de
adquisicion; las sesiones durante esta fase se realizaron diariamente, seis dias

a la semana.

Previo al inicio de las pruebas de generalizacion cada sujeto fue asignado
aleatoriamente a uno de tres grupos, el grupo con escopolamina (n=8), el grupo
con metilescopolamina (n=8) y el grupo con pirenzepina (n=8). De acuerdo al

grupo de correspondencia, 20 minutos antes de iniciar cada sesion prueba se
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administré aleatoriamente una de las diferentes dosis de escopolamina 0.0,
0.056, 0.091, 0.16, 0.31 y 1.0 mg/kg, metilescopolamina (mismas dosis) o
pirenzepina en las mismas dosis y con una dosis adicional de 3.0 mg/kg. Cada
sesion prueba de generalizacion concluyé cuando el sujeto alcanz6 una RF10

en cualquier palanca o al transcurrir 20 min.

Con el fin de optimizar el uso de animales y completar la “n” de cada grupo,
siete sujetos pasaron aleatoriamente por dos de las condiciones de
generalizacion, para lo cual al completar un bloque de pruebas fueron
regresados a la condicion de entrenamiento cuantas sesiones fueran

necesarias para presentar nuevamente los criterios de adquisicion.

Experimento I

Para el experimento Il las fases de manipulaciones iniciales (fase 1), de
moldeamiento (fase 2) y entrenamiento en discriminacion (fase 3) fueron
idénticas a las descritas en el experimento |. De igual forma, para completar el
entrenamiento en discriminacion, cada sujeto debié alcanzar los criterios de

adquisicion previamente descritos.

Fase 4. Lesion en corteza prefrontal dorsolateral

Inmediatamente después de completar la fase de entrenamiento los sujetos
fueron asignados aleatoriamente a dos grupos, un grupo (n=9) con lesion en la
corteza prefrontal dorsolateral y un grupo (n=9) Sham, y se llevaron a cabo los

procedimientos quirdrgicos.

A todos los sujetos se les anestesié con pentobarbital sédico (Anestesal, 0.38
mg/kg, i.p.), ademés de anestesia local en la linea de incision quirdrgica
(Xilocaina al 2%, 0.1ml, s.c.). Una vez anestesiados, los sujetos fueron
colocados en un aparato estereotéxico (David Kopf Instrument, CA), en el cual
se les mantuvo termoregulados a través de un cojin térmico. Previa antisepsia
(yodopovidona), se realiz6 una incision longitudinal en el dorso de la cabeza de
cada sujeto, una vez expuesto el craneo, se identificaron Bregma y Lamda y la
barra de los incisivos fue nivelada de manera que la altura de ambos puntos
fuera la misma. Posteriormente, empleando un microtaladro, se realizaron

trépanos en el craneo de las ratas en los puntos de acceso para la lesion. Para
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realizar la lesién se empled un electrodo de 3.0 cm de largo, fabricado con
alambre dental de acero inoxidable calibre 22 y aislado eléctricamente a
excepcion de 0.5 mm en el extremo. La punta del electrodo fue insertada en el
cerebro de los sujetos en las coordenadas anterior: 4.7 mm, lateral: £ 3.2 mmy
ventral: -2.8 mm (Paxinos y Watson, 1998), referidas desde Bregma y la
superficie de la duramadre. La lesion electrolitica se realiz6 bilateralmente con
una corriente de 1.5 mA corriente directa (C.D.), durante 60 segundos,
empleando para ello un lesionador de corriente directa (Grass Instruments,
Quincy, Mass, USA.). Al concluir la lesion se sell6 el craneo con Gelfoam
(Upjohn Co., Kalamazoo, Mi., USA.), se suturd la piel con hilo trenzado de
nailon y se administré 0.5 ml de penicilina (50 mg/ml, i.m.) con el fin de prevenir

infecciones.

A los sujetos del grupo Sham se les sometié a un procedimiento quirdrgico
idéntico, con la excepcion de la administracion de la corriente eléctrica. Todos
los sujetos pasaron 7 dias en recuperacion durante los cuales permanecieron
en su caja-hogar, Unicamente manipulados para monitorear su evolucion

postquirdrgica y las medidas de aseo requeridas.

Fase 5. Pruebas postoperatorias de generalizacién

Para obtener las curvas de generalizacion y evaluar los efectos de la lesion en
la corteza prefrontal dorsolateral se realizaron pruebas de generalizacion con
escopolamina, para lo cual se emplearon las mismas dosis que en el
experimento anterior (0.0, 0.056, 0.091, 0.16, 0.31 y 1.0 mg/kg). Las sesiones
de prueba de generalizacion y demas procedimientos de esta fase, fueron

idénticos a los descritos en la fase 4 del experimento |.

Fase 6. Verificacion histologica

Al finalizar las evaluaciones conductuales, los sujetos fueron sacrificados con
una sobredosis de pentobarbital sédico (0.70-1.0 mg/kg, i.p.), perfundidos
transcardialmente haciendo pasar solucion salina (500 ml), seguida de
formaldehido al 5.0% (500 ml). Posteriormente se removié el cerebro y se
obtuvieron cortes coronales de 200 um, mediante un vibratomo. La localizacién
y extension de la lesion fue corroborada con microscopia simple de luz,

comparando los cortes de tejido con las laminas del atlas estereotéxico
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(Paxinos y Watson, 1998). Todos los sujetos que no tuvieron una lesion de al
menos el 70% del area correspondiente a la corteza prefrontal dorsolateral

fueron excluidos del andlisis de datos y por tanto del presente estudio.

5.5. Andlisis de datos

Los datos obtenidos fueron el indice de discriminacién (ID), el nimero de
respuestas para cada palanca, la duracion de la sesion, la tasa de respuesta

para cada sesion (TR) y el nimero de reforzadores obtenidos por sesion.

El indice de discriminacion se obtuvo mediante la siguiente ecuacion:

ID=A/B
Donde: A es el nimero de respuestas en la palanca asociada a la
administracion de escopolamina y B el nimero total de respuestas en ambas

palancas.

El valor del ID se emple6 para elaborar las curvas de generalizacion, a las
cuales se les realiz6 un ajuste sigmoideo de cuatro parametros con la siguiente
funcion logistica:

f=y0+a/(l+(x/x0)")
Donde: yO es el valor minimo de la respuesta, a el valor maximo de la
respuesta, x la concentracion de escopolamina, x0 la concentracion de
escopolamina que reduce el valor maximo en la respuesta al 50% es decir, la

dosis efectiva 50 (EDsp) y b es el valor relacionado a la pendiente.

En los casos en que los valores de la curva no se ajustaron a una funcion
sigmoidea (metilescopolamina y pirenzepina), se realiz6 una regresion lineal
con la siguiente ecuacion:

f=y0 + a*x
Donde: y0 es el valor estimado de y cuando el valor de x es igual a cero, la

ordenada al origen, a es la pendiente y x la concentracion del farmaco.

Los pardmetros considerados para el andlisis de las curvas de generalizacion
fueron: el efecto maximo (Emax), el valor minimo de la respuesta, la EDsq (del
ajuste sigmoideo) y la pendiente obtenida mediante la regresion lineal. Para la

comparacion estadistica de los grupos se empleé el estadistico t de Student
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entre el grupo control de generalizacion con escopolamina y el grupo de
generalizacion con metilescopolamina (ME), entre el grupo control y el de
generalizacion con pirenzepina (Pz), lo anterior para el experimento I. Para el

experimento Il, el grupo de lesion contra el grupo Sham.

La Tasa de Respuestas (TR), se defini6 como el nimero respuestas en ambos
operandos para completar la primera RF10 de cada sesion sobre segundo ().
Para el andlisis de la TR en el experimento |, se realiz6 un andlisis de varianza
(ANOVA) de una via para medidas repetidas para comparar los datos tanto de
las sesiones de generalizacion como de la linea base. Para comparar la TR de
la dosis adicional de 3.0 mg/kg de pirenzepina en el experimento |, se empled
una t de Student Unica. Para el experimento Il se utiliz6 un ANOVA para grupos

independientes.

Adicionalmente, se comparé el numero de sesiones de entrenamiento
necesarias para el inicio de la linea base (10 sesiones consecutivas dentro de
los criterios de adquisicion) y se realizé una prueba t de Student entre los dos

experimentos.

Se empled el programa Sigma Plot 10 tanto para el ajuste de las funciones
como para graficar los datos. Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo
mediante el paquete estadistico de Prisma 5 for Windows. En el presente
trabajo los resultados se expresan en medias y error estandar de la media
(S.E.M).
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6. RESULTADOS

6.1. Adquisicion de la discriminacion de escopolamina

En promedio los sujetos requirieron entre 30 y 40 sesiones de entrenamiento
para alcanzar el criterio de adquisicion (LB). En la grafica 1 se muestra el
promedio del indice de discriminacién (ID) y de la tasa de respuestas (TR) de
los 35 sujetos durante la fase de entrenamiento. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al comparar el nimero de sesiones de

entrenamiento requeridas para alcanzar la LB entre los sujetos de ambos

experimentos (1 y ).

Indice de discriminacién a la palanca
asociada a droga

Tasa de respuestas

Grafica 1. Adquisicion de la discriminacion entre escopolamina (1.0 mg/kg, i.p.) y solucion
salina. En las abscisas se muestra las primeras y Ultimas 7 sesiones en entrenamiento y en
la ordenada el indice de discriminacion en el panel superior y la tasa de respuestas en el
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panel inferior (n = 35). Medias + S.E.M.
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La gréafica 1 (superior) muestra aleatoriedad en la respuesta de discriminacion
durante las primeras sesiones con un ID =0.5443 + 0.0438 para la primera
sesion con escopolamina y un ID =0.2931 + 0.0448 para la primera sesion en la
condicion de salina. Para la séptima sesion de entrenamiento, el indice de
discriminacion fue de 0.8432 + 0.0495 y 0.1727 + 0.0399 para las condiciones
de escopolamina y salina respectivamente. Mientras que al final del
entrenamiento, en la dltima sesion, la distribucién de la respuesta obedece al
control del estimulo con un ID =1.0 + 0 para la condicion de escopolamina y un
ID =0.0080 + 0.045 para la condicion de salina.

Por otra parte, la TR (gréfica 1, inferior) incrementa con forme el sujeto
adquiere mas experiencia en la tarea. En la primera sesion de entrenamiento
con escopolamina la TR =0.1738 + 0.2399, mientras que en la ultima sesion se
observé una TR =0.82 + 0.0985, en tanto la tasa de respuestas en la primera
sesion bajo la condicion de salina fue de 0.4542 + 0.0465 en contraste con la
Gltima sesién en donde se presentd un incremento hasta 1.152 + 0.0933

respuestas por segundo.

6.2. Generalizacion con escopolamina

Una vez que los sujetos alcanzaron los criterios de adquisicion se realizaron las
pruebas de generalizacion con escopolamina correspondientes al experimento |
(n=8). Los resultados de las pruebas de generalizacion y la curva de
generalizacion se muestran en la gréfica 2, como puede observarse se
presenta un gradiente de generalizacion dependiente de la dosis.

La gréfica 2 indica el indice de discriminacion (ID) para la linea base (LB), tanto
para escopolamina (1.0 £ 0) como para solucién salina (0.0 £ 0), el ID para
cada dosis de escopolamina administrada (graficados en escala logaritmica),
asi como el ajuste sigmoideo. En la curva se observa que la dosis de 0.0 mg/kg
presenta un valor ID =0.1074 + 0.0726 y la dosis de 1.0 mg/kg un valor ID =1.0
+ 0.0, estos valores no mostraron diferencias con respecto a la linea base para
salina y escopolamina respectivamente. Adicionalmente el efecto igual al 50%
del efecto méximo (EDso) lo produjo la dosis de 0.091 mg/kg, que corresponde
con un valor ID =0.5 + 0.1753.
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Grafica 2. Curva de generalizacién con escopolamina. Indica el ID (ordenada) para las
sesiones de linea base (LB), el ID para las distintas dosis de escopolamina (abscisa) y el
ajuste sigmoideo. El valor minimo de la curva es igual a 0.1074 + 0.07, el maximo es igual
a 1.0 £ 0.0 y la pendiente de la curva con valor de 0.7767 + 0.10 (n = 8). Medias + S.E.M.

6.3. Generalizacion con metilescopolamina y pirenzepina

Con el fin de analizar si la discriminacién de escopolamina se generaliza con su
analogo cuaternario de escasa penetracion al SNC, la metilescopolamina (n=8)
y con el agonista muscarinico selectivo para el receptor My, la pirenzepina
(n=8), se realizaron las pruebas de generalizacion. Los resultados obtenidos en
las curvas de generalizacion, muestran que la respuesta de discriminacioén de
escopolamina no se generalizd con la metilescopolamina (ME), ni con la
pirenzepina (Pz), en ninguna de las dosis administradas de ambos farmacos.
Los resultados se presentan en la grafica 3, en la cual se muestra el indice de
discriminacion de los 3 grupos para cada dosis, el ajuste sigmoideo para la
curva de generalizacion con escopolamina, los ajustes lineales para ME 'y Pz y
la tasa de respuestas (TR) en el panel inferior. El analisis estadistico (ANOVA)
de la TR no mostré diferencias significativas para ninguna dosis de los 3
farmacos, excepto la TR de la dosis de 3.0 mg/kg de pirenzepina, presentd

diferencias con respecto a la Linea Base para las condiciones de salina (TR
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=1.243 + 0.11; t =4.07, p <0.01) y de escopolamina (TR =1.053 = 0.07; t
=2.642, p <0.05).
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Grafica 3. Curvas de generalizacién con escopolamina, ME y Pz. Abscisas: dosis de los
farmacos. Ordenada: en el panel superior el ID promedio, el ajuste sigmoideo para el grupo
escopolamina y el ajuste lineal para el grupo ME y Pz (escala logaritmica) y en panel
inferior la tasa de respuestas. n = 8 para cada grupo. Medias + S.E.M.

Adicionalmente, la gréfica 4 presenta los valores promedio en el efecto maximo
(Eméx) de las curvas de generalizacion para los grupos escopolamina (control),
Eméx =1.0 £ 0.0, ME (Eméax =0.1364 £ 0.1239) y Pz (Emax =0.0402 £ 0.0294).
Se pueden observar diferencias estadisticamente significativas del grupo ME (t
=6.971, p <0.001) y del grupo con Pz (t =32.55, p <0.0001) ambos respecto al
grupo escopolamina (control). En la gréfica 5 se observan los valores promedio

de la pendiente obtenida con la regresion lineal para cada uno de los tres

37


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

grupos, asi como las diferencias del grupo ME (t =3.540, p <0.01) y del grupo

Pz (t =7.076, p <0.001) con respecto al grupo control.
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Gréfica 4. Emax. Muestra el valor maximo
en la curva de generalizacién para el grupo
control con escopolamina, el grupo con
metilescopolamina (ME) y el grupo con
pirenzepina (Pz). Medias = S.E.M.
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Gréfica 5. Pendiente. Presenta los valores
estimados de la pendiente para el grupo
control con escopolamina (0.7767 %
0.1063), para ME (0.0808 + 0.1508) y para
Pz (0.0078 + 0.0011). Medias + S.E.M.

6.4. Lesion en la corteza prefrontal dorsolateral

Con el fin de evaluar la participacion de la corteza prefrontal dorsolateral en la
recuperacion de informacion sobre la discriminacion de escopolamina
previamente aprendida, en el experimento Il, se realizaron lesiones en esta
area cerebral y se obtuvo la curva de generalizacion con las distintas dosis de
escopolamina, la cual fue comparada con la curva del grupo Sham con lesion
falsa. Tres sujetos del grupo Sham fallecieron durante el procedimiento
quirdrgico, mientras que 3 sujetos del grupo con lesion fueron excluidos al
presentar el sitio de lesién incorrecto tras la verificacion histologica, los datos
de estos sujetos fueron considerados para el andlisis en la fase de
entrenamiento, pero fueron excluidos del andlisis para las pruebas de

generalizacion, por lo cual los grupos quedaron constituidos por una n = 6.

Los resultados de este experimento y las curvas de generalizacion se
presentan en la gréafica 6, en la cual se muestra (panel superior) el promedio de

la respuesta de discriminacion de los 12 sujetos durante la linea base (LB) del
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entrenamiento (escopolamina ID =0.9871 +0.006 y salina ID =0.08442 *
0.0506), la distribucion promedio de las respuestas de ambos grupos para cada
dosis de escopolamina y el ajuste sigmoideo de los datos graficados en escala

logaritmica.
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Grafica 6. Curva de generalizacion de los grupos Sham y lesién. Abscisas: dosis de
escopolamina (escala logaritmica). En el panel superior se grafica el ID (ordenada) para las
sesiones de Linea Base (LB) y para las diferentes dosis de escopolamina, asi como el
ajuste sigmoideo para ambos grupos y en panel inferior la tasa de respuestas (ordenada). n
= 6 para cada grupo. Medias + S.E.M.

En la gréfica 6 se observa un gradiente de generalizacion dosis-dependiente
tanto para el grupo Sham como para el grupo con lesion electrolitica bilateral
en la corteza prefrontal dorsolateral. Como puede observarse en la grafica, los
sujetos del grupo con lesion conservaron la capacidad de discriminar la

escopolamina aun sin contar con la integridad de esta area cerebral.
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Finalmente, se muestran (grafica 6, panel inferior) las tasas de respuesta de los
sujetos del grupo con lesion y del grupo Sham durante las sesiones
correspondientes a las pruebas de generalizacion. El analisis de varianza para
la TR no presento diferencias estadisticamente significativas entre ninguna de

las dosis de escopolamina para ambos grupos.

Con el propésito de un mayor andlisis de los datos, se compararon los
principales pardmetros derivados de las curvas de generalizacion para ambos
grupos. En lo que respecta al valor maximo (Eméax) y a la pendiente de ambas
curvas, no se presentaron diferencias estadisticamente significativas. Las
graficas 7 y 8 muestran respectivamente, los valores promedio del efecto
maximo (Eméax) y de la pendiente de las curvas de generalizacion. Es notable

la similitud en los valores entre ambos grupos.

1.0 1

s 101 <

o

8

T 0.8 4

g 0.8 4 T

S

g

cC = ] .

27O 06 - g 00

g © )

g i

E® )

=0 0.4 4

58 04 o

29

S

3

@ 0.2 1 0.2 1

[8)

2

=

0.0 T 0.0 T
Lesion Sham Lesion Sham

Grafica 7. Efecto maximo (Emax). Valor Grafica 8. Pendiente. Valor de la pendiente
para el grupo sham igual a 0.9636 + 0.0222 obtenida con regresion lineal para el grupo
y para el grupo de lesion igual a 0.9848 + Sham: 0.7383 + 0.0545, y para el grupo de
0.0151. Medias + S.E.M. lesi6on: 0.7713 + 0.0640. Medias + S.E.M.

En cuanto a los valores correspondientes a la dosis suficiente para producir el
50% del efecto maximo (EDsp), estimados a partir del ajuste de la curva de
generalizacion de cada sujeto, la grafica 9 presenta el valor promedio para el
grupo con lesién (0.1282 + 0.0298) con respecto al grupo con Sham (0.1039 +

0.0149), dichos valores no mostraron diferencias estadisticamente significativas
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(t =0.7270, p =0.4839). De forma similar, el valor promedio del efecto minimo
(Emin) de la curva del grupo Sham (0.0861 + 0.0549), tampoco presento
diferencias estadisticamente significativas con respecto al del grupo con lesién
(0.1112 + 0.1112).

0.16 -

0.12 -

0.08 -

Dosis Efectiva 50

0.04 -

0.00 T
Lesién Sham

Grafica 9. Dosis efectiva 50 (DEsy).
Muestra los valores estimados de la DEsg
a partir del ajuste de la curva de
generalizacion para cada sujeto del
grupo Sham y del grupo con lesion.
Medias + S.E.M

6.5. Verificacion histolégica

Como se mencion6 anteriormente (fase 6, experimento Il), se llevé a cabo la
verificacion histolégica de los procedimientos quirtrgicos para todos los sujetos
asignados al experimento Il. Para los sujetos del grupo Sham se verificd que
los procedimientos quirdrgicos no produjeran una lesion en el tejido nervioso
mas alla del trayecto del electrodo (por ejemplo: hemorragia, infeccion, etc.) y
para el grupo con lesion que los sujetos incluidos en el andlisis de
generalizacion presentaran una lesibn de al menos el 70% del area
correspondiente a la corteza prefrontal dorsolateral. De forma representativa,
se muestra a continuacion (Figura 6) un corte coronal, a la altura de la corteza
prefrontal, de un sujeto perteneciente al grupo con lesién, notese el trayecto del

electrodo y la lesion en el area prefrontal dorsolateral.
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Fig. 6. Corte coronal representativo del sitio de la lesién en corteza frontal dorsolateral. Se
marca con una linea el perimetro del area de lesion.
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7. DISCUSION

Distintas especies animales son capaces de adquirir respuestas de asociacion
y de discriminacion de estimulos farmacologicos, al mismo tiempo son capaces
de generalizar su respuesta ante diferentes dosis del farmaco, incluso de
farmacos antagonistas colinérgicos como la escopolamina, los cuales han sido
asociados con efectos amnésicos o efectos negativos sobre la cognicion. Por
ello y otras razones, la discriminacion de un estimulo interoceptivo producido
por la interaccion del organismo con un agente farmacologico resulta
interesante y aunque después varias décadas en que distintos grupos de
investigacién han abordado su estudio, alin no esta claro el mecanismo ni los
sistemas neuronales implicados en el proceso de discriminacion de agentes
anticolinérgicos. Por lo cual el presente trabajo tuvo como objetivo general
evaluar la participacion del sistema colinérgico periférico, del receptor M1, asi
como de la corteza prefrontal dorsolateral en la discriminacion del antagonista
muscarinico la escopolamina. Los resultados del presente trabajo, que son
discutidos a continuacion, aportan mayor informacién y conocimiento de este

proceso discriminativo.

Con respecto al aprendizaje discriminativo, como muestran las curvas de
aprendizaje, el numero similar de sesiones requeridas (30-40) para alcanzar los
criterios de adquisicion de la tarea por los sujetos de ambos experimentos y la
relativa estabilidad en la conducta aprendida al final del entrenamiento, es una
evidencia clara de que los efectos producidos por la escopolamina son
potentes estimulos farmacolégicos, capaces de ejercer control asociativo y

cambios en la conducta del sujeto (Barry, 1974).

Durante este trabajo se estudié la respuesta de los sujetos entrenados a
discriminar una dosis particular de escopolamina (1.0 mg/kg), posteriormente
se observo que ante la administracion de distintas dosis decrecientes del
antagonista, la distribuciébn de las respuestas presenta un gradiente de
generalizacion dependiente de la dosis. Estos resultados son consistentes con
los reportes realizados por otros grupos de investigacion, quienes han descrito
las propiedades como estimulo discriminativo de la escopolamina (Overton,

1977; Kelley y Porter, 1997; Casasola y cols., 2007). Al mismo tiempo las
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curvas de generalizacion reflejan la sensibilidad de los sujetos para responder
diferencialmente ante cambios en las dimensiones del estimulo.
Particularmente el valor de 0.091 mg/Kg en la EDsy derivada de la curva de
generalizacion con escopolamina del presente estudio, coincide con el valor de
la EDsg reportada por Jung y colaboradores (1988) en curvas de generalizacion

similares con escopolamina, en cuyo caso fue de 0.027 mg/kg.

El analisis de la participacion del sistema nervioso periférico en la
discriminaciobn de escopolamina se llevd a cabo mediante pruebas de
generalizacion con metilescopolamina [(-) metil bromuro de escopolamina), el
perfil farmacol6gico de este antagonista colinérgico presenta afinidad por los
cinco subtipos del receptor muscarinico y su grupo metilo dificulta su paso a
través de la barrera hematoencefélica, disminuyendo su eficacia para producir
efectos a nivel del SNC y sobre otros procesos cognitivos, cuyo procesamiento
es central como la memoria espacial (Hoff y cols., 2010). Las dosis empleadas
en ésta tesis del compuesto metilescopolamina no alcanzan las
concentraciones minimas para producir efectos centrales (Janowsky y cols.
1986; Tang y Franklin, 1988), por lo tanto se presume que las dosis empleadas
Unicamente actuaron sobre la actividad colinérgica metabotrépica a nivel
periférico. Los datos derivados de ésta manipulacion indican que las ratas no
fueron capaces de generalizar su respuesta ante las diferentes dosis
administradas de metilescopolamina, presentando diferencias estadisticamente
significativas en la pendiente y en la Eméax con respecto al grupo con
escopolamina, de lo cual se deduce que las propiedades como estimulo
discriminativo de la escopolamina se procesan a nivel central. Este resultado
coincide con estudios previos en donde la administracion de metil bromuro de
escopolamina (metilescopolamina), no fue capaz de mimetizar los efectos
discriminativos obtenidos en sujetos cuyo entrenamiento en discriminacion se
desarroll6 a través de la administracion sistémica de escopolamina (Jung y
cols., 1988) o con el estudio en donde la administracion intracerebroventricular
de oxotremorina no fue capaz de reproducir el control de estimulos obtenido

con la administracion sistémica de escopolamina (Jung y cols., 1987b).

Por otra parte la participacion del receptor M; se evaluo a través de las pruebas

de generalizacion con la administracién de distintas dosis de pirenzepina, un
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antagonista relativamente selectivo para los receptores M;. Los resultados
obtenidos en el presente estudio indican que la pirenzepina no reproduce el
control del estimulo sobre la conducta ejercido por la administracion de
escopolamina, en conclusion el antagonismo selectivo de los receptores M; no
parece formar parte del mecanismo neuroquimico que sustenta la
discriminacién de escopolamina. Los datos son consistentes con lo reportado
por Jung y colaboradores en 1987, trabajo cuyo objetivo fue examinar el efecto
de la administracion central de pirenzepina sobre la respuesta de
discriminacion adquirida en ratas entrenadas con administracion sistémica de
agentes muscarinicos. En el estudio de Jung y colaboradores (1987b), se
observé que la administracion intracerebroventricular (i.c.v.) de pirenzepina no
generalizé la discriminacion de escopolamina (s.c.) y que la administracion de
pirenzepina (i.c.v.) no antagoniz6 el efecto discriminativo del agonista
muscarinico no selectivo, la oxotremorina (s.c.). Los resultados del presente
trabajo son similares a los reportados por Jung y colaboradores (1987b), no
obstante a las diferencias entre ambos estudios, por ejemplo, en el caso de
Jung y colaboradores (1987b), la pirenzepina se administré directamente sobre
el SNC, lo cual aseguré la concentracion del farmaco sobre los receptores
centrales y por tanto la potencia del antagonista. En el presente estudio la
administracion de pirenzepina fue periférica, debido a que este compuesto
penetra pobremente la barrera hematoencefélica, la disposicion de la
pirenzepina fue menor para producir el efecto farmacolégico sobre los
receptores centrales, por esta razdén en el presente estudio se empleo una
dosis alta adicional de pirenzepina (3.0 mg/Kg), la cual ha sido empleada en
rangos similares en otros estudios (Shurtleff y cols., 1992; Tang y Franklin,
1988). Esta dosis tampoco mostro ser suficiente para reproducir el control de
estimulos de la escopolamina. Adicionalmente en el estudio de Jung y cols.
(1987b), la evaluacion conductual se realizd 20 minutos después de la
administracion intracerebroventricular, manipulacion que no se discute con

profundidad en dicho trabajo.

Los resultados de ambos estudios muestran evidencia contraria a que el
receptor M; esté implicado en el proceso de discriminacion de escopolamina.

No obstante esto no descarta totalmente la participacion del receptor M; en
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algun nivel del proceso de discriminacion de estimulos con escopolamina,
debido a que aun no se ha examinado detalladamente la participacion conjunta
o la interaccion entre los diferentes receptores muscarinicos, incluido el My, en

el fenémeno.

En un trabajo previo (Casasola y cols., 2007), se analiz6 la participacion del
hipocampo dorsal de ratas sobre la discriminacién y generalizaciéon de
escopolamina previamente aprendida, lo anterior debido a la importancia ya
ampliamente descrita de esta estructura limbica para procesos cognitivos como
el aprendizaje asociativo y la memoria (Squire y Zola, 1996; Hasselmo, 2006).
Los resultados de dicho estudio mostraron que la lesién del hipocampo produce
una alteracion transitoria en la capacidad de las ratas para discriminar al
antagonista, no obstante, los sujetos lesionados presentaron una recuperacion
rapida de la discriminacion de escopolamina, lo que parece demostrar la
participacion adicional de otros sistemas cerebrales relacionados con el
proceso mnémico de la discriminacion. Por lo cual en el presente estudio,
durante el segundo experimento, se estudio la participacién de la corteza
prefrontal dorsolateral sobre la discriminaciébn de escopolamina previamente
aprendida, lo cual se realiz6 a través de la lesién electrolitica de esta
estructura. Se ha reportado que la corteza prefrontal dorsolateral esté
relacionada con la memoria de trabajo (Koenigs y Grafman, 2009) y la
discriminacion de estimulos (Corbetta y cols., 1991). La memoria de trabajo es
necesaria para resolver el ensayo inmediato posterior en una tarea
determinada, por ello resultaba ser un candidato prometedor para dilucidar el
tipo de memoria implicada en la tarea de discriminacion de escopolamina. Sin
embargo, los datos observados en nuestro trabajo, no mostraron diferencias
sustanciales entre la ejecucion del grupo sin lesion (Sham) y el grupo con
lesién en la corteza prefrontal dorsolateral; los parametros evaluados (Emax,
Emin, EDsp y pendiente), en las curvas de generalizacion entre el grupo Sham
y el grupo con lesién no presentan diferencias estadisticas significativas. Los
resultados indican que la corteza prefrontal dorsolateral no participa en el
proceso de generalizacion de escopolamina. Esté experimento sugiere que la
discriminacién de escopolamina no depende propiamente de la memoria de

trabajo.
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Adicionalmente los datos tanto del grupo Sham como del grupo con lesion del
segundo experimento se compararon con los datos de la curva control del
primer experimento, en este caso tampoco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los pardmetros considerados (Emax,
Emin, DEso y pendiente), manifestando el hecho de que ni el procedimiento
quirudrgico ni el periodo postoperatorio, afectaron la ejecucion de los sujetos en
cuanto a la distribucion de sus respuestas durante la generalizacion de
escopolamina. En general, los tres grupos presentaron un gradiente de
generalizacion dependiente de la dosis, sin embargo, se puede observar
(gréfica 6), una mayor varianza (error estandar) en los datos del grupo con
lesién en corteza prefrontal dorsolateral comparado con el grupo Sham, resta
por explorarse si esta tendencia representa alguna diferencia en el
procesamiento de la tarea, si se debe al tamafio de la muestra (n) o si bien,
aunque aparentemente la corteza prefrontal dorsolateral no participa
directamente en el proceso de discriminacion de escopolamina, pudiera tener
una alguna actividad colateral o parcial en algun subproceso durante la
discriminacion. Diversos autores han estudiado la participacion de dos o mas
sistemas de neurotransmision en los efectos como estimulo discriminativo de
distintos farmacos, por ejemplo en el trabajo de Wiley y Martin (1999)
encontraron que el diazepam, un agonista GABAérgico produce parcialmente
los efectos como estimulo discriminativo del A®-Tetrahidrocannabinol (AQ—THC,
la sustancia activa de la marihuana) en ratas entrenadas a discriminar A>-THC
de solucion salina, sin embargo no se observo sustitucion del diazepam por el
A®-THC en ratas entrenadas a discriminar diazepam de salina (Wiley y Martin,
1999). En cuanto al sistema colinérgico, Higgins y colaboradores (2011)
entrenaron ratas a discriminar nicotina de solucion salina, posteriormente
evaluaron los efectos de la lorcaserina, un agonista selectivo al subtipo de
receptor a serotonina, 5-HTzc, los resultados indican una inhibicién dependiente
de la dosis (03. y 0.6 mg/kg) de lorcaserina sobre los efectos de la nicotina
como estimulo discriminativo, demostrando que existe una interaccion entre
ambos sistemas de neurotransmision durante el proceso de discriminacion de
la nicotina. Desai y cols. (2003) estudiaron los mecanismos dopaminérgicos y

colinérgicos involucrados en los efectos como EP de la nicotina y de la cocaina,
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en esté trabajo se entrend a un grupo de ratas a discriminar cocaina de salina y
evaluaron los efectos de agonistas colinérgicos, los resultados mostraron una
sustitucion completa por la nicotina, pero no por pilocarpina (un agonista
muscarinico); por otra parte la mecamilamina, un antagonista a los receptores
nicotinicos, no bloqued los efectos discriminativos de la cocaina. Mientras tanto
en otro grupo de ratas entrenadas a discriminar nicotina de salina, se evalué el
efecto del antagonista dopaminérgico, cis-flupentixol, encontrando inhibicién de
los efectos discriminativos de la nicotina. Los autores concluyeron que las
propiedades discriminativas de la cocaina son alteradas por la intervencion
colinérgica en la transmisién dopaminérgica, dicha interaccion se presenta de
manera reciproca en la discriminacion de nicotina. La interaccion DA/ACh,
también se encuentra con la rama metabotropica del sistema colinérgico, por
ejemplo antagonistas muscarinicos incrementan los niveles dopaminergicos en
el estriado en ratas y humanos (Dewey y cols., 1993). En 2010, Thomsen y
cols. probaron la hipétesis de que agonistas muscarinicos atentan los efectos
relacionados al abuso de cocaina, para lo cual utilizaron ratones entrenados a
discriminar cocaina (10 mg/kg) de salina y evaluaron los efectos de la
escopolamina (0.032-56 mg/kg) y la metilescopolamina (1-56 mg/kg),
encontrando generalizacion parcial en ambos casos, pero al coadministrar
cocaina con ambos antagonistas muscarinicos de manera independiente, se
observé un desplazamiento a la izquierda de la curva dosis respuesta para la
cocaina, es decir la potenciacién de los efectos como estimulo discriminativo
de la cocaina (Thomsen y cols., 2010). Todos estos estudios son evidencia de
gue las propiedades discriminativas de la escopolamina pueden estar
mediadas por otros sistemas de neurotransmisién que no se abordaron en el

presente trabajo.

Los estudios realizados hasta el momento cuyo propdsito ha sido el describir el
mecanismo a través del cual la escopolamina ejerce el control sobre la
conducta, no han logrado esclarecer el fenbmeno por completo, no obstante la
aportacion de diversos grupos de investigacion ha logrado encontrar
informacion relevante al respecto y brindar perspectivas que permitan afinar las
estrategias para estudiarlo y comprenderlo. A partir del presente estudio se

derivan varios cuestionamientos, asi como alternativas para abordar el

48


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

fendmeno de discriminacibn de antagonistas muscarinicos. Por ejemplo,
realizar la administracion intracerebral de farmacos con mayor especificidad y
selectividad para los diferentes receptores muscarinicos, explorar la
participacion conjunta o simultanea de diferentes receptores o circuitos
cerebrales durante la discriminacién, explorar la participacion de otros sistemas
de memoria diferentes a la memoria de trabajo, durante la recuperacion de
informacion de la tarea o también, analizar la participacion de otros sistemas
neuroquimicos e investigar este fendémeno incorporando herramientas
adicionales a la farmacoldgica, como pueden ser la electrofisiologia o la

biologia molecular.

Finalmente, la comprension de los procesos neurofisiolégicos y psicobioldgicos
que subyacen a la discriminacion de agentes farmacologicos, permitira conocer
mejor los mecanismos que participan en la discriminacion de estimulos
generales y en el aprendizaje y la memoria asociativa de los organismos,
procesos que representan un recurso biologico esencial en la adaptacion de los

organismos a su medio ambiente.

49


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

8. CONCLUSIONES

1. Los resultados del presente estudio corroboran que las ratas son capaces de
discriminar la administracion de escopolamina y generalizar su respuesta
ante distintas dosis decrecientes del antagonista muscarinico, pese a su

efecto amnésico clasico.

2. La discriminacion de escopolamina no se generaliza ante la administracion
del andlogo cuaternario que no cruza la barrera hematoencefalica: la
metilescopolamina [(-) metil bromuro de escopolamina], por lo cual se
deduce que las propiedades como estimulo discriminativo de la
escopolamina se procesan principalmente a nivel del sistema nervioso

central.

3. La respuesta de discriminacion de escopolamina no se generaliza ante la
administracion sistémica de pirenzepina, por lo que el receptor M1 no
participa en la discriminacion de escopolamina. Probablemente el proceso
de discriminacion depende de otros subtipos del receptor muscarinico, o

bien de la interaccién de dos o mas de ellos.

4. La lesion de la corteza prefrontal dorsolateral no afecta la discriminacion y
generalizacion de escopolamina previamente aprendida, probablemente
este proceso discriminativo depende de otros sistemas cerebrales o de la

interaccion de mas de uno de ellos.

5. El paradigma de discriminacién de drogas se presenta como un modelo util
para la evaluacion conductual respecto a los efectos farmacoldgicos y de
mecanismos neurobioldgicos vinculados con el aprendizaje asociativo y la

memoria.
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