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“We are who we are because of what we learn and what we remember”

Eric Kandel
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RESUMEN

Un gran numero de investigaciones han demostrado la participacion del
sistema colinérgico en procesos de aprendizaje y memoria (Fibiger, 1991;
Klinkenberg y Blokland, 2010). No obstante, la experimentacién conductual y
neurobiolégica sobre la participacion del sistema colinérgico en tareas de
discriminacion de las propiedades temporales de estimulos auditivos es poco
concluyente (Meck, 1996; Minces et al., 2013).

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la participacion del sistema
colinérgico muscarinico en la discriminacion y generalizacion de estimulos
auditivos de distinta duracién, asi como en la discriminacién de secuencias
auditivas con demoras variables. Inicialmente se entren6 a ratas de la cepa
Wistar (n=17) a discriminar entre dos tonos de diferente duracién (2 y 8 s) a
través de una tarea operante de biseccion temporal. Una vez que los sujetos

alcanzaron el criterio de discriminacién, fueron asignados a dos grupos.

En el primer grupo (n= 10) se realizaron pruebas de generalizacion con
duraciones intermedias del estimulo (2.52, 3.27, 4.0 y 6.0 s), posteriormente se
evaluo el efecto de la administracion (i.p.) del antagonista colinérgico
escopolamina (0.0, 0.2, 1.0 y 2.0 mg /Kg). Los resultados obtenidos
demostraron un efecto dosis dependiente, con diferencias significativa entre las

condiciones control y las diferentes dosis administradas de escopolamina.

En el segundo grupo (n=7), se procedid al entrenamiento en discriminacion de
secuencias de estimulos conformadas por cuatro combinaciones de dos tonos
de diferente duraciéon (2-4, 4-2, 4-8 y 8-4 s). Posteriormente se introdujeron
demoras variables (0, 3, 8, 15, 23, y 30 s) entre los dos estimulos componentes
de cada secuencia y se evalu6 el efecto de las dosis anteriormente descritas
de escopolamina sobre las curvas de retencion. Los resultados mostraron

nuevamente un efecto significativo y dosis dependiente.

El presente estudio sugiere una importante participacion de los receptores
muscarinicos en la discriminacion, generalizacién y procesos de memoria

auditiva.



1. INTRODUCCION

Los organismos se enfrentan cotidianamente a un ambiente dinamicamente
complejo, ante lo cual han desarrollado la capacidad de discriminar y recordar
las distintas condiciones ambientales bajo las cuales se incrementa la
probabilidad de obtener consecuencias positivas, asi como conductas que
garanticen la supervivencia de la especie en funcidon de estas condiciones

ambientales.

Uno de los principios aplicados al comportamiento es que la conducta se
encuentra guiada por el control que los estimulos ejercen sobre la misma. Lo
cual significa que después de que respuestas conductuales han sido
reforzadas en presencia de determinado estimulo, la frecuencia de estas
respuestas sera alta en presencia de dicho estimulo y baja en su ausencia
(Reynolds, 1968). Desde esta perspectiva, la discriminacion y generalizacion
de estimulos son dos formas experimentales para abordar el control que

ejercen los estimulos sobre la conducta de los organismos (Domjan, 2010).

La discriminacion de estimulos ha sido definida como el proceso por el cual un
organismo aprende a restringir el rango de caracteristicas del estimulo ante el
cual responder, emitiendo respuestas diferenciales ante la presencia de
distintos estimulos denominados como estimulos discriminativos (Domjan,
2010; Reynolds, 1961). La capacidad de discriminar estimulos es fundamental
en la supervivencia de un organismo, el cual de acuerdo a su repertorio
conductual elige, por ejemplo, responder mediante la huida ante la presencia

de un depredador y no ante la presencia de alimento.

La generalizacion de estimulos se presenta cuando un organismo responde de
manera similar a dos o mas estimulos que comparten propiedades o
caracteristicas fisicas similares (Domjan, 2010; Guttman y Kalish, 1956). Los
gradientes de generalizacion proporcionan informacion acerca de la
sensibilidad de la conducta del organismo ante las variaciones de un aspecto

concreto del ambiente.



El tiempo y el espacio son dimensiones fundamentales para nuestra existencia
y de hecho se sabe que los organismos son capaces de controlar su conducta
dependiendo el paso del tiempo. En este sentido, una conducta elicitada por el
paso del tiempo como estimulo discriminativo define una conducta de

discriminacion temporal.

Una pregunta importante ha sido, una vez que los organismos han adquirido la
tarea de discriminacion, ¢cémo pueden recordar y mantener la informacion
durante los intervalos de retencion? Desde la perspectiva neurobiolégica
existen numerosos estudios experimentales que han abordado los procesos de
aprendizaje y memoria, dando como resultado la identificacion de distintas
estructuras neuroanatomicas y sistemas de neurotransmision que resultan
criticos para la correcta ejecucion de distintas tareas que involucran la

participacidon de estos sistemas cognitivos.

El sistema colinérgico ha sido ampliamente relacionado con el aprendizaje
asociativo y la memoria (Meyers y Domino, 1964; Fibiger, 1991; De Jaeger et
al., 2013). En el cerebro de mamiferos la principal fuente de acetilcolina es el
sistema de neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior o prosencéfalo
basal colinérgico, el cual consiste en una serie de nucleos que rostralmente se
originan en el nucleo septal medial, continuando a través de la banda diagonal
de Broca vy finalizando en el nucleo basal magnocelular; el hipocampo, la
neocorteza y amigdala son sustratos colinoceptivos y zonas blanco del
prosencéfalo basal colinérgico, estas estructuras han sido relacionadas

directamente con funciones de memoria (Van der Zee y Luiten, 1999).

Algunos estudios sugieren que la modulacion colinérgica es particularmente
importante en la representacion de detalles temporales de los estimulos, un
tema que es raramente atendido en la experimentaciéon conductual (Meck,
1996; Minces et al., 2013). Por lo cual el presente estudio analizé la
participacion del sistema colinérgico muscarinico en la generalizacion de
estimulos temporales auditivos previamente aprendidos y en la retencion de la
discriminacion de secuencias auditivas temporales a través de demoras

variables en ratas.



2. ACETILCOLINA

La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor que se encuentra ampliamente
distribuido en el sistema nervioso central, periférico, autonémico y entérico. Fue
identificado por primera vez en 1921 por Otto Loewi y es considerado como el

primer neurotransmisor descrito en la historia de las neurociencias.

El interés en el funcionamiento del sistema colinérgico en el prosencéfalo basal
se incrementd de manera importante, primero a partir de la demostracion
neuropatolégica de que los marcadores colinérgicos en la corteza cerebral
estaban reducidos en personas que fallecieron por la enfermedad de Alzheimer
y seguido de la demostracion de que este decremento correlaciona con la
patologia cortical y con el grado de deterioro cognitivo (Araujo et al., 1993;
McKinney y Jacksonville, 2005). En la literatura correspondiente a la
neurobiologia y a la psicofarmacologia, como se discutira mas adelante, se
muestra que la administracion de varias drogas anticolinérgicas deterioran la

ejecucion en tareas de aprendizaje y memoria.

2.1. Biosintesis y liberacion

El proceso de sintesis, almacenamiento y degradacion de la acetilcolina (ACh),
requiere la expresion de distintos sistemas enzimaticos especializados. Como
paso inicial para la sintesis de ACh, la colina es tomada del espacio
extracelular por un sistema de captura con una alta afinidad denominado
SDHACU (sodium-dependent high affinity choline uptake) (Okuda et al., 2000).
Posteriormente la colina se conjuga con un acetato proveniente de la Acetil
Coenzima A, proceso mediado por la enzima colina-acetiltransferasa (Fig. 1).
La ACh se sintetiza principalmente en el soma y es transportada a la terminal
sinaptica, sin embargo, cierta cantidad de neurotransmisor también se sintetiza

en la terminal.

Una vez sintetizada, la ACh es almacenada en la terminal presinaptica en las
vesiculas sinapticas por la actividad de una proteina de 12 dominios

transmembranales, el transportador vesicular de la ACh (VAChAT), el cual



intercambia una molécula de ACh por dos protones, previamente transportados

por una ATPasa-H", a través de un gradiente electroquimico.

Biosintesis Degradacion
0 0
+ +
H3C-C-8-CoA + HO-CHz-CHz -N(CH3z)3 H3C —C -0 - CHz - CHz ~N(CHg)3 + H20
Acetil-CoA Colina Acetilcolina
Colin- Acetil-

Acetiltransferasa colinesterasa

HS-CoA

0
0]

] +
I + H3C-C -0 + HO-CHg-CHgp-N(CHz); + H'
HaC - C -0 — CHa - CHp — N(CHg)3 3 2-CHz =N(Chs),

Acetilcolina Acetato Colina

Figura 1. Biosintesis y degradacion de la acetilcolina.

La ACh contenida en las vesiculas sinapticas es liberada en la hendidura
sinaptica como consecuencia de la estimulacion eléctrica (potencial de accion)
de la terminal. Una vez liberada, la ACh se difunde a través del espacio
sinaptico y se une a sus receptores, despueés, esta molécula se metaboliza en
acetato y colina (Fig. 1) por la accion de la enzima acetil-colinesterasa (AChE),
la colina resultante de esta reaccion es transportada de regreso en la
presinapsis por los transportadores de colina y reciclada para la sintesis de
ACh (von Bohlen und Halbach y Dermietzel, 2006; Bear et al., 2008).

2.2. Receptores colinérgicos

La accion sinaptica de la ACh esta mediada a través de la interaccion con dos
grandes tipos de receptores colinérgicos: los receptores muscarinicos y los
receptores nicotinicos. Estos receptores reciben su nomenclatura a partir de la
afinidad que presentan con los alcaloides muscarina y nicotina,
respectivamente. La muscarina proveniente del hongo amanita muscaria y la

nicotina de la planta del tabaco (nicotiana tabacum).

El receptor nicotinico es un receptor ionotrdpico, se encuentra asociado a un

canal idénico activado por ligando y esta compuesto por 5 subunidades. La



activacion de este receptor genera corrientes transmembranales de Na* y K*.
Este receptor es el responsable de los efectos de la ACh en gran parte del
sistema nervioso autonomo y en la union neuromuscular. Existen algunos

receptores nicotinicos que se expresan también en el sistema nervioso central.

El receptor muscarinico es un receptor metabotrépico, asociado a proteina G,
activado por ligando y de 7 segmentos transmembranales. A través de técnicas
farmacologicas y de clonacion de DNA se han identificado 5 subtipos de
receptores muscarinicos (Fig. 2), todos ellos acoplados a una proteina G y con
una distribucion diferencial en el cerebro de mamiferos (Caulfield, 1993). Esta
clasificacion fue propuesta después de hallar discrepancias en las
caracteristicas de union de distintos ligandos como la escopolamina y la
pirenzepina. Todos los receptores muscarinicos, como se menciond, estan
acoplados a una proteina G, los receptores M1, M3 y M5 estan asociados a
una proteina Gq/11, la cual activa a la fosfolipasa C (PLC), mientras que los
receptores M2 y M4 estan acoplado a una proteina Gi/o que inhibe a la
adenilato ciclasa y pueden afectar la actividad de canales i6nicos (Conn et al.,
2009; von Bohlen und Halbach y Dermietzel, 2006). Los receptores M2 y M4 se
encuentran localizados en la presinapsis (Caulfield, 1993), donde fungen como

autoreceptores para reducir la liberacién de neurotransmisor.

M;, Mg, Mg My, My . :
5 % ’ ik 3 Sitios de union a
Sitios de union a Sitios de union 3 \Ch

7 alostérica

ATP cAMP

IP COOH

3
% COOH

TRENDS in Pharmacological Sciences

Figura 2. Receptores muscarinicos, se muestra una representacion esquematica de
los subtipos del receptor muscarinico y algunos de los mecanismos intracelulares
asociados a su activacion (Conn et al., 2009).
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Como se observa en la tabla 1, los receptores M1 y M5 se encuentran
predominantemente en el cerebro. Mientras que en el caso de los receptores
M2, M3 y M4 parecen estar distribuidos a través de todo el cuerpo, como lo

muestra el resumen en la tabla 2.

Area Cerebral M1 M2 M3 M4 M5
Prosencéfalo . Kk . _ .
Basal y Septum
Corteza %% - * * -
Hipocampo Fk * * * *
Amigdala * - - - -
Estriado * * * F % --

Tabla 1. Distribucion de los diferentes subtipos de receptores en el cerebro de rata a
través de la expresion de RNAm. ** Alta expresiéon 6 inmunoprecipitacion, * Baja
expresion 6 inmunoprecipitacion (Klinkenber y Bloklan, 2010).

Organo o M1 M2 M3 M4 M5
Tejido
Corazon - ** - - -
Pulmoén -- * * * %k .
fleon - * * 3k - -
Glandulas * _ __ K% _
exocrinas

Tabla 2. Distribucion periférica de los diferentes subtipos de receptores muscarinicos
través de la expresion de RNAm. ** Alta expresion 6 inmunoprecipitacion, * Baja

expresion 6 inmunoprecipitacion (Klinkenber y Bloklan, 2010).

Estudios de biologia molecular han mostrado que existen 5 genes diferentes
que son responsables de la expresion de los receptores muscarinicos (Bonner
et. al., 1987, 1988; Buckley et al., 1988). Cada subtipo de receptor tiene su

11



propio papel funcional especifico reflejado por las diferencias en la distribucion
fisiolégica (Wess et al., 2003).

2.3. Organizacioén anatomica del sistema colinérgico

Informacion sustantiva y datos especificos sobre la organizacién anatémica del
sistema colinérgico en el cerebro ha sido obtenida principalmente por medio de
estudios innunohistoquimicos y mas recientemente, a través de técnicas de
hibridacion in situ para la identificacion de la enzima de sintesis de la ACh, la
colina-acetiltransferasa (ChAT). La ChAT es considerada el marcador mas
especifico para la identificacion de neuronas colinérgicas en el sistema
nervioso central y periférico. La organizacion del sistema colinérgico en el
cerebro de algunos mamiferos, incluyendo al humano, ha sido ampliamente
revisada (Oda y Nakanishi, 2000; Mufson et al., 2003; McKinney y Jacksonville,
2005).

Las neuronas colinérgicas en el sistema nervioso central conforman una amplia
red de cuerpos celulares y grupos de estos cuerpos celulares localizados en
areas especificas. Grandes grupos de estos cuerpos celulares colinérgicos
constituyen los nucleos que dan origen a las proyecciones colinérgicas a las
distintas regiones del sistema nervioso (Fig. 3). La mayor concentracién de
cuerpos celulares colinérgicos ha sido identificada en el prosencéfalo basal, el
estriado, putamen, nucleo tegmental mesopontino, el nucleo craneal motor y

las neuronas espinales motoras (Woolf, 1991; Oda y Nakanishi, 2000).

El prosencéfalo basal es una area determinante en la neuroanatomia del
sistema colinérgico, el prosencéfalo basal consiste en un grupo heterogéneo de
nucleos unidos a las porciones ventral y medial de los hemisferios cerebrales,
que abarca desde los tubérculos olfatorios en la porcidn rostral hasta la region
hipotalamica en la porcién caudal y sus delimitaciones precisas no estan
claramente definidas, un consenso general incluye al area septal, los
tubérculos olfatorios, partes de la amigdala y el area bajo la comisura anterior
conocida como la sustancia innominada, como parte del prosencéfalo basal. La

sustancia innominada contiene un grupo de cuerpos celulares en contacto con

12



fibras que atraviesan la region, la cual comprende la banda diagonal de broca,
la comisura anterior, el prosencéfalo medial, el asa lenticular, el asa peduncular
y el pedunculo talamico inferior. Sin embargo, el grupo celular mas
sobresaliente consiste en las neuronas hipercrédmicas magnocelulares del

nucleo basal magnocelular o nucleo de Meynert (Amenta y Tayebati, 2008).

En mamiferos, el sistema colinérgico del cerebro basal anterior o prosencéfalo
basal colinérgico incluye los nucleos neuronales localizados en el complejo
formado por el area septal medial, la rama vertical y horizontal de la banda
diagonal de Broca y el nucleo basal magnocelular o nucleo basal de Meynert
(van der Zee y Luiten, 1999). Clasificaciones mas recientes han definido las
neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal como neuronas Ch1-Ch4. Las
neuronas colinérgicas del septum medial (Ch1) comprenden el 10% de esta
region. La banda diagonal de Broca incluye los subgrupos Ch2 en la rama
vertical y Ch3 en la rama horizontal. Las neuronas en Ch2 presentan una
morfologia fusiforme y aproximadamente el 70% de todos las cuerpos
neuronales del grupo Ch2 son colinérgicos, mientras que entre el 1y 2% de las
neuronas del grupo Ch3 son colinérgicas. EI mayor grupo de neuronas
colinérgicas (90%) constituye las células Ch4 del nucleo basal de Meynert,

estas neuronas son fusiformes y multipolares (Mufson et al., 2003).

Figura 3. Representacion esquematica de las neuronas colinérgicas, localizacion y
proyecciones. MS: area septal medial, VDB: rama vertical de la banda diagonal de
Broca, HDB: rama horizontal de la banda diagonal de Broca, NBM: nucleo basal

magnocelular, PPN: nucleo pedunculopontino y LTN: ndcleo laterodorsal tegmental.
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2.4. Vias de distribucion y proyeccion colinérgica

La distribucion de las neuronas y fibras colinérgicas ha sido identificada
principalmente a través de técnicas de inmunocitoquimica empleando
anticuerpos especificos para la enzima ChAT y trazadores neuronales en el
cerebro de rata. No obstante, la localizacion tanto morfolégica como
topografica de los somas positivos a ChAT es comparable en el gato (Kimura et

al., 1981) primates (Hedreen et al., 1983) y humanos (Nagai et al., 1983).

El sistema colinérgico del prosencéfalo basal, constituido por el septum medial,
la rama vertical y horizontal de la banda diagonal de Broca y el nucleo basal de
Meynert, proveen las mayores proyecciones colinérgicas a la corteza cerebral y
el hipocampo, mientras que el sistema colinérgico pontino actua principalmente
a través del nuacleo intralaminar talamico, conecta también con el prosencéfalo
basal y provee unicamente una inervacidon menor a la corteza (McKinney y
Jacksonville, 2005).

En particular, las neuronas colinérgicas localizadas en el septum medial
proyectan predominantemente al hipocampo a través del fornix, el hipocampo
recibe sus proyecciones colinérgicas principalmente de esta zona junto con
algunas de la rama vertical de la banda diagonal de Broca (Mesulam et al.,
1983). Mientras que las neuronas de la rama vertical y horizontal de la banda
diagonal de Broca proyectan principalmente a la corteza anterior del cingulo y
al bulbo olfatorio, respectivamente (Woolf, 1991). El hipocampo es una
estructura critica para la formacion de ciertos tipos de memoria, la evidencia
experimental y clinica sefiala que las lesiones en esta estructura tienen como
consecuencia un deterioro en la ejecuciéon de tareas que involucran el
almacenamiento a largo plazo y reconocimiento de informacioén (Olton y Papas,
1979; Morris et al.,, 1982; Squire y Kandel, 2000). La neurotransmision
colinérgica a través de la via septo-hipocampal ha sido reportada como central
en el mantenimiento de tareas de aprendizaje, memoria, atencion y suefio
(Sarter y Parikh, 2005), asi como fundamental en la generacion del ritmo

electroencefalografico theta hipocampal, cuya disminucion ha sido asociada
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con el deterioro cognoscitivo durante la enfermedad de Alzheimer (Lee et al.,
1994)

El ndcleo basal magnocelular o nucleo basal de Meynert, posee pequefnas
proyecciones al bulbo olfatorio y la amigdala, pero la mayoria de las fibras de
este nucleo proyectan, como ya se menciond, a la neocorteza (McKinney y
Jacksonville, 2005). De tal forma que las neuronas colinérgicas del nucleo
basal magnocelular (NBM) constituyen el mayor input colinérgico a la
neocorteza de primates y ratas (Mesulam et al.,, 1983; Woolf, 1991). La
existencia de estas proyecciones fue hipotetizada por primera vez en 1967 por
los neurocientificos Shute y Lewis y fue confirmada por estudios subsecuentes
donde se demostr6 una correlacion entre el marcado de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE) en las neuronas del prosencéfalo basal y trazadores

inyectados en la corteza (Martinez-Murrillo et al., 1990).

Especificamente, el nucleo basal magnocelular proporciona la mayor inervacion
colinérgica a las areas frontal, prefrontal y parietal de la corteza cerebral y
posee pequenas proyecciones al bulbo olfatorio y la amigdala (Niewiadomska
et al., 2009), pero la mayoria de las fibras de este nucleo proyectan a la
neocorteza y se tiene la hipotesis de que esta ultima via regula de forma

importante a procesos atencionales. (Mesulam et al., 1983; Woolf, 1991).

Algunas investigaciones han reportado que el dafo en el nucleo basal
magnocelular reduce significativamente los niveles de Ach corticales y que el
decremento en los niveles colinérgicos estd asociado con un deterioro en
procesos de aprendizaje y memoria (Baxter et al., 1995). Por lo cual las
lesiones en el NBM de animales ha sido empleadas como modelo para
entender el deterioro cognoscitivo observado en la enfermedad de Alzheimer
(Niewiadomska et al., 2009).

2.5. Acetilcolina, aprendizaje y memoria

El sistema colinérgico del prosencéfalo basal puede regular un amplio rango de

funciones cerebrales (Rasmusson, 2000; Semba, 2000). Sus proyecciones
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terminan tanto en neuronas excitatorias e inhibitorias ampliamente distribuidas
en el sistema nervioso, donde la ACh modula los patrones de disparo de sus
células blanco, lo anterior como un mecanismo de control colinérgico sobre
otros sistemas neuronales (Rasmusson, 2000). De acuerdo a la distribuciéon
anatomica del sistema colinérgico, como se menciond en la seccion anterior,
existen vias de modulacion directas e indirectas sobre sistemas corticales, la
primera a través del sistema prosencéfalo basal a la corteza y él segundo
basado en las proyecciones colinérgicas que se originan del tegmento y el
puente, estas hacen sinapsis en la region talamica reticular de la cual,
proyecciones secundarias son enviadas a la corteza. El sistema colinérgico en
el prosencéfalo basal y sus proyecciones a la corteza, formacién hipocampal y
nucleo talamico reticular ejerce un control tonico y fasico sobre la actividad
cortical y por lo tanto se ha propuesto que influye de forma importante en
procesos de aprendizaje, memoria, atencién y plasticidad (Sarter y Bruno,
1999; Rasmusson, 2000).

El papel central del sistema colinérgico con respecto al aprendizaje y la
memoria, fue inicialmente postulado por Meyers y Domino en 1964 y por
Deutsch en 1971, posteriormente corroborado por medio de estudios
farmacoldgicos (Drachman y leavitt, 1974), demostrando que la accion central
de los farmacos anticolinérgicos deterioraba la ejecucion cognoscitiva en
voluntarios jovenes sanos, en dosis que reducen la actividad colinérgica en un
nivel similar al observado en personas con demencia, mientras que los
farmacos agonistas colinérgicos de accion central mejoraron la ejecucion de
pacientes con hipoactividad colinérgica (Drachman, 1977). Esos estudios
fueron extendidos y confirmados en roedores (Fibiger et al., 1991), asi como en
estudios adicionales con humanos (Christensen et al., 1992; Molchan et al.,
1992).

De acuerdo a estudios de lesion en el prosencéfalo basal usando excitotoxinas
como el acido iboténico, acido quiscualico, N-metil-D-Aspartato y AMPA, las
cuales administradas en nucleos colinérgicos son capaces de reducir los
niveles basales de la enzima colina-acetiltransferasa en mas del 70%, se ha

observado que este tipo de lesiones en nucleos colinérgicos, especialmente en
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el NBM, producen deficiencias conductuales en numerosas tareas de
aprendizaje y memoria (Page et al., 1991; Gonzalez et al., 2000; Gericke et al.,
2003). Lo cual ha conducido a la hipdtesis de que las neuronas del
prosencéfalo basal colinérgico (septum medial, la banda diagonal de broca y el
nucleo basal magnocelular), participan de forma importante en el control de
distintos procesos, incluyendo el aprendizaje y memoria espacial y contextual,
la memoria para respuestas condicionadas, memoria a corto plazo, la atencion,
etc., ello a través de la interaccion directa con sus distintos sitios de proyeccion.
Incluso la disfuncion colinérgica en el sistema basal anterior parece estar
relacionada con las alteraciones en la proteina beta-amiloide y los procesos
inflamatorios durante la enfermedad de Alzheirmer (Schliebs, 2005), asi como
el deterioro cognoscitivo de esta enfermedad (McKinney y Jacksonville, 2005).
Estudios pioneros empleando técnicas de lesion por aspiraciéon y lesion
electrolitica revelan también que las ablaciones del septum medial, con la
consecuente pérdida de las proyecciones colinérgicas a sus sitios blanco,
reduce el ritmo theta hipocampal y produce las alteraciones conductuales en

tareas de aprendizaje y memoria (Winson, 1978; Mitchell et al., 1982).

De forma adicional a los estudios de lesion en los nucleos colinérgicos, existe
amplia evidencia de que la lesiones en las principales estructuras cerebrales
que reciben inervacién colinérgica del proséncefalo basal, también genera
alteraciones determinantes en los procesos de aprendizaje y memoria. Una de
las estructuras cuya relacion con la memoria es clasica en la literatura cientifica
y cuya actividad colinérgica ha sido estrechamente vinculada con este proceso
cognoscitivo es el hipocampo. Estudios con lesion en el hipocampo han
demostrado alteraciones significativas en la ejecucion de tareas clasicas de
memoria como el laberinto acuatico de Morris (Morris et al., 1982), el laberinto
radial de ocho brazos (Olton y Papas, 1979). Ambas tareas son modelos
reconocidos de procesamiento espacial, el cual ocurre en el hipocampo, en
donde se han identificado células denominadas “place cells” que responden
diferencialmente ante la ubicacion espacial del individuo, situando al
hipocampo como una estructura fundamental en la representacion espacial del
entorno (O'Keefe et al., 1971; 1979), siendo estos datos consistentes con la

idea de que el dafno en el hipocampo deteriora el aprendizaje espacial y
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contextual. Otra tarea clasica sensible a la lesién en el hipocampo es la version
de memoria de trabajo del laberinto radial (Olton y Papas, 1979). Un analogo
simple de esta tarea es su contraparte operante no-igualacion a la posicion
demorada DNMP por sus siglas en inglés (Dunnett, 1985; DeCoteau et al.,
2004), en la cual, agentes colinérgicos y lesiones en la formacién hipocampal
causan déficits significativos en la ejecucidén. En otras versiones de tareas de
no-igualacién espacial, las ratas con lesiébn hipocampal muestran también
deficiencias. Esos resultados sustentan la importancia del sistema hipocampal

para el procesamiento mnémico de la informacion.

Adicionalmente, a través de los sistemas de proyeccion del sistema colinérgico,
la liberacidn y actividad colinérgica puede regular la actividad neuronal, inducir
patrones electroencefalograficos especificos y modular a diferentes areas de
procesamiento sensorial, asi como a los procesos de aprendizaje y la memoria
relacionados con el procesamiento de estimulos sensoriales. Por ejemplo, en la
corteza somatosensorial de la rata, la liberacion de ACh se ha vinculado con la
reorganizacion y tamafio de los campos receptivos corticales (Metherate y
Weinberger, 1990), mientras que en la corteza visual, la liberacion de ACh
facilita la respuesta neuronal a la estimulacién visual (Laplante et al., 2005). Se
ha sefialado que los estimulos condicionados e incondicionados auditivos y
visuales incrementan la liberacion de acetilcolina en la corteza frontal y el
hipocampo, lo cual es consistente con el postulado de que la liberacion de ACh
se relaciona con el procesamiento de los estimulos conductualmente
relevantes y con procesos atentivos y de arousal (Acquas et al., 1996). Por otra
parte, se ha referido que la liberacién de ACh en la corteza auditiva de la rata
puede facilitar la transmision sinaptica talamo- corteza auditiva (Hsieh et al.,
2000; Bandrowski et al., 2001) y por lo tanto favorecer los proceso de deteccion
y discriminacién de tonos (Metherarte y Ashe, 1995). Por lo cual el sistema
colinérgico es un candidato ideal para el estudio y la evaluacion del
procesamiento neuronal de estimulos sensoriales altamente significativos o
relevantes, asi como de los procesos asociativos y respuestas condicionadas

relacionados a dichos estimulos.
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3. ESCOPOLAMINA

En la antigledad se creia que los extractos de ciertas plantas poseian la
capacidad magica de influenciar el estado mental de un individuo. Los
extractos de algunas hierbas y plantas como la Atropa belladona, Mandragora,
Datura y Belefio fueron usados en culturas europeas, hindues y americanas
para hacer "pociones magicas, venenos o hechizos" mismos que podian inducir
estados delirantes de la mente (Brailowsky, 1998). Después de ser ingeridos
los extractos de estas hierbas, la mayoria de los individuos podian perder todo
el sentido de la realidad y mas tarde no podian recordar que habia ocurrido
durante el tiempo de intoxicacion (Klinkenberg y Blokland, 2010). Ademas, el
extracto de la Belladona fue usado en la edad media por mujeres que
deseaban aumentar su atractivo por medio de la dilatacion pupilar que este
extracto produce (Carlson, 2014). Mucho tiempo después se descubrid que
esas hierbas y plantas contenian una concentracién relativamente alta de
alcaloides de tropano, como la atropina, hiosciamina y hioscina, esta ultima
posteriormente referida como escopolamina, los cuales son los ingredientes
activos responsables de los efectos de estas plantas (Brailowsky, 1998;
Klinkenberg y Blokland, 2010).

3.1. Propiedades generales de la escopolamina

La escopolamina es un alcaloide natural extraido de la Hyoscyamus niger
(belefio), una planta de la familia de las Solanaceas, también se encuentra
presente en la Scopolia carniolica, Mandragora autumnalis, o en la
Hyoscyamus albus. La escopolamina es un éster organico, formado por un
acido aromatico (acido tropico) y una base nitrogenada terciaria (escopamina),
al ser una amina terciaria, la escopolamina puede cruzar faciimente la barrera
hematoencefalica, produciendo efectos en el SNC. La escopolamina se
encuentra naturalmente como I-hioscina, mientras que la atropina sufre una
transformacion a d,l-hiosciamina durante su extraccion. Los isomeros | de
ambos alcaloides son, al menos, 100 veces mas potentes que los isbmeros d
(Mendoza, 2008; Lorenzo et al., 2008).
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En términos farmacolégicos, la escopolamina ha sido clasificada como un
antagonista muscarinico no selectivo (Bolden et al., 1992), debido a que
presenta una alta selectividad por los diferentes subtipos de receptores
muscarinicos (Hulme et al., 1978). La afinidad de la escopolamina para unirse a
los receptores muscarinicos en el cerebro de rata es de aproximadamente 1.0
nM (Lee y el-Fakahany, 1985), pero en dosis mucho mas altas, la
escopolamina también puede bloquear los receptores nicotinicos (Schmeller et
al., 1995; Weiner, 1980).

Al interactuar con los receptores muscarinicos, la escopolamina puede generar
diferentes cambios en respuestas reguladas por las sinapsis colinérgicas en el
sistema nervioso. Algunos de los efectos periféricos de la escopolamina son la
dilatacion pupilar y el deterioro en la acomodacién de los lentes oculares, este
efecto parece estar mediado por los receptores muscarinicos de tipo M3
(Shiraishi y Takayanagi, 1993). Se ha demostrado también que Ila
administracion de escopolamina reduce la salivacion debido a un bloqueo de
los receptores de tipo M3, M1 y M5 (Shannon et al., 1994; Tobin et al., 2002).
En los sistemas respiratorio, vascular y gastrointestinal, los receptores M2 y M3
parecen mediar la contraccidon de la musculatura lisa (Eglen et al., 1996). En el
sistema nervioso central la administracion de escopolamina presenta varios
efectos, entre ellos y a dosis terapéuticas, puede producir sedacion,

somnolencia, euforia y amnesia (Mendoza, 2008).

3.2. Escopolamina y memoria

En el campo de la farmacologia conductual, es un referente estandar que la
escopolamina es una droga capaz de inducir deficiencias cognoscitivas y en
particular alteraciones en la memoria tanto en humanos como en otras
especies, el efecto amnésico de la escopolamina se ha identificado a partir de

una amplia serie de resultados clinicos y experimentales.

Los primeros experimentos que investigaron los efectos centrales de la
escopolamina en procesos conductuales en animales fueron reportados en la

década de los anos 50s (Boren y Navarro, 1959; Hearst, 1959). Por su parte, la
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observacion clinica de que el uso de escopolamina como premedicacion en la
anestesia causaba con frecuencia amnesia en los pacientes, estimulé la
investigacion de los efectos del bloqueo del sistema colinérgico sobre la
memoria en humanos (Hardy y Wakely, 1962; Kopelman, 1986). Los primeros
estudios experimentales que evaluaron directamente los efectos de la
administracion de escopolamina en las funciones cognoscitivas en el humano
fueron publicados a principio de los anos setentas. Por ejemplo, en 1974,
Drachman y Leavitt demostraron que cuando se administraba escopolamina en
voluntarios sanos, esta mimetizaba algunos de los sintomas de deterioro
cognoscitivo observados en la demencia durante el envejecimiento. La
escopolamina fue empleada mas adelante como una herramienta de
comparacion durante la validacion de modelos de funcionamiento cognoscitivo
(Ennaceur y Meliani, 1992), asi como en el analisis de interacciones con otros
farmacos durante estos mismos procesos (Levin, 1988). El uso de la
escopolamina como un modelo farmacolégico de amnesia se hizo aun mas
popular por la propuesta de una hipoétesis colinérgica de la disfuncién geriatrica
de la memoria (Bartus et al., 1982). Esta hipotesis asume que el declive
cognoscitivo relacionado con el envejecimiento esta principalmente relacionado
con un decremento en la neurotransmisién colinérgica. Los resultados de este
conjunto de antecedentes experimentales y clinicos permitieron sustentar la
afirmacion de que la escopolamina era capaz de inducir un deterioro en la
ejecucion de diversas tareas cognoscitivas y conductuales vinculadas con la
memoria, dicha relacién ha sido verificada de forma consistente en una amplia
diversidad de estudios posteriores (p. ej.: Nomura et al., 1994; Spinelli et al.,
2006; Sambeth et al., 2007; Hodges et al., 2009). Incluso, algunas revisiones
en la literatura neurocientifica han abordado la relacion entre la escopolamina y
las alteraciones de memoria vinculadas con este farmaco (Flood y Cherkin,
1986; Ebert y Kirch, 1998; Klinkenberg y Blokland, 2010).

Particularmente, se han reportado estudios que refieren un efecto de la
escopolamina sobre procesos cognoscitivos que involucran el procesamiento
de estimulos sensoriales y la discriminacion de estos estimulos. Por ejemplo, la
escopolamina ha sido efectiva en causar deterioro en tareas de discriminacion

de estimulos visuales (Colpaert et al., 2001), en pruebas de discriminacion
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visual en el laberinto acuatico (Robinson et al., 2004), en la detecciéon de
brechas (gaps) auditivas asociados a la agudeza y resolucion temporal auditiva
(Ison y Bowen, 2000), asi como en discriminacién condicionada con demoras
de combinaciones de colores y figuras geométricas en monos (Savage et al.,
1996). Adicionalmente, se ha reportado que el efecto amnésico de la
escopolamina es disociable de procesos atentivos, especialmente en estudios
donde se introducen demoras temporales en la evaluacién conductual
(Chudasama et al., 2004).

4. APRENDIZAJE TEMPORAL.

Tiempo y espacio son dimensiones fundamentales durante nuestra existencia.
La estimacién temporal y la percepcion temporal son criticas para la
supervivencia de humanos y de otras especies (Church, 2002). Un punto de
partida para el analisis del tiempo como atributo del estimulo durante tareas de
aprendizaje, es determinar si un organismo es capaz de discriminar entre
estimulos que difieren solo en la duracion. Un procedimiento de generalizacién
temporal puede ser empleado para este fin, el cual es equivalente a un
procedimiento de generalizacion para la intensidad de un estimulo auditivo o de
su frecuencia. Este tipo de procedimientos han sido ampliamente descritos en
la literatura cientifica, tanto en el campo de la psicologia experimental como
desde la perspectiva neurobiolégica. La unica diferencia respecto a estos
procedimientos clasicos es que la dimensién manipulada es la duracién del
estimulo (Chruch, 2002). Al respecto se sabe que una gran cantidad de
organismos a lo largo de la escala filogenética son capaces de discriminar
entre intervalos de tiempo con diferentes duraciones (Buhusi y Meck, 2000;
Boisvert y Sherry, 2006).

Los procedimientos de estimacion temporal se basan en la discriminacion de la
duracion de los estimulos. Killen y Fetterman (1988), realizaron una
clasificacion de los procedimientos o paradigmas experimentales empleados en
el estudio de la estimacion temporal basados en las respuestas proporcionadas

por los sujetos. Esta clasificacidn comprende 3 categorias:
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e Estimacion temporal inmediata: El sujeto responde a la duracion de un
intervalo mientras este se encuentra vigente. En esta categoria se utiliza
de forma general el procedimiento de pico (PP) basado en los

programas de intervalo fijo (IF).

e Estimacion temporal prospectiva: En esta categoria de procedimientos
experimentales, se entrena al sujeto para emitir una respuesta en
funcién de intervalos futuros, determinados generalmente por demoras

entre la respuesta y la entrega del reforzador.

e Estimacion temporal retrospectiva: En estas tareas, el sujeto es
entrenado a emitir respuestas diferenciales basadas en la duracion de
un intervalo que ya sucedio. El procedimiento de biseccion temporal es

un excelente ejemplo de esta categoria experimental.

La percepcion y discriminacién de estimulos con componente temporal, se ve
afectada de manera importante por los procesos de atenciéon y memoria (Lustig
y Meck, 2011). A nivel experimental, se han empleado tareas basadas en los
estudios pioneros de Roberts en 1972 y su procedimiento de igualacién a la
muestra demorada, dando lugar al procedimiento de igualacion simbdlica a la
muestra demorada, la cual emplea caracteristicas de los estimulos que
corresponden a dimensiones diferentes, como la asociacion de la presentacion
de un estimulo visual durante un intervalo de tiempo con la respuesta en un
operando (Honing y Wasserman, 1981). Adicionalmente, existe evidencia
experimental sobre la participacion de sistemas de memoria de trabajo,
memoria de referencia, asi como la participacidn de sistemas hipocampales y
la modulacion por la administracion de drogas, sobre los componentes
esenciales para la ejecucién y mantenimiento de tareas de estimacioén temporal
(Church, 1984).

5. JUSTIFICACION

La capacidad para detectar, identificar y distinguir estimulos auditivos (o de

cualquier otra naturaleza sensorial) se constituye como una habilidad
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fundamental en la adaptacion de los organismos al medio ambiente. AUn mas,
la capacidad para asociar respuestas conductuales especificas ante estimulos
auditivos con caracteristicas diferentes o ante secuencias con componentes
sensoriales diferentes, representa una funcién neurobioldgica esencial, la cual
implica el uso de sistemas de memoria durante la codificacion, almacenamiento

y recuperacion de estas asociaciones.

Una amplia diversidad de estudios experimentales, empleando diversas
técnicas neuroquimicas, neurofisioldgicas, farmacolégicas y conductuales, han
demostrado que el sistema colinérgico es un componente esencial en el
proceso de memoria, particularmente en el almacenamiento y la recuperacion
de informacién espacial, en la memoria episoddica, de trabajo y mas
recientemente en el mantenimiento de la ejecucién en tareas de igualacion a la
muestra con y sin demora. En este sentido, la administracion del antagonista
colinérgico muscarinico competitivo no selectivo, la escopolamina, ha sido
ampliamente utilizada como una herramienta farmacoldégica para analizar la
participacion del sistema colinérgico en procesos cognoscitivos y
especialmente en memoria, debido al efecto amnésico clasico que este

farmaco produce en diversas especies y en distintas tareas.

No obstante a que algunos estudios sugieren la participacion del sistema
colinérgico en tareas de discriminacion de las propiedades temporales de
estimulos auditivos, en realidad el tema ha sido poco explorado y la
informacion al respecto en la experimentacion conductual y neurobioldgica es
escasa (Meck, 1996; Plakke et al., 2008; Minces et al., 2013). Por lo cual el
presente estudio analizo la participacion del sistema colinérgico muscarinico
durante la generalizacion de estimulos temporales auditivos previamente
aprendidos y durante la retencidn de la discriminacion de secuencias de
estimulos auditivos de distinta duracién en ratas, empleando un paradigma con

demoras variables.
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6. OBJETIVOS GENERALES

Evaluar la participacion del sistema colinérgico muscarinico en la
discriminacion y generalizacion de estimulos temporales auditivos previamente

aprendidos en ratas.

Analizar la participacion del sistema colinérgico muscarinico en la retencion de
la discriminacién de secuencias de estimulos auditivos de distinta duracién a

través de un paradigma operante con demoras variables en ratas.

6.1. Objetivos especificos

e Establecer en un grupo de ratas (n=17) la adquisicion de la
discriminacion de dos estimulos auditivos de diferente duracion (2.0 y
8.0 s) a través de un procedimiento operante de biseccion temporal con

dos palancas.

e Evaluar en un grupo de ratas (n=10) el gradiente de generalizacion para
discriminacion de dos estimulos auditivos de diferente duracion, a través
de la obtencibn de la curva de generalizacion con duraciones
intermedias (2.0, 2.52, 3.17, 4.0, 5.04, 6.35 y 8.0 s) de los estimulos

auditivos.

e Analizar la participacion de los receptores colinérgicos muscarinicos
durante la generalizacién de estimulos auditivos de diferente duracion, a
través de la administracion (i.p.) de diferentes dosis (0.0, 0.2, 1.0 y 2.0

mg/Kg) de escopolamina.

e Establecer en un grupo de ratas (n=7) la adquisicion de la discriminaciéon
de secuencias de estimulos auditivos, cada secuencia conformadas por
dos tonos de diferente duracién (2-4, 4-2, 4-8 y 8-4 s) a través de una

tarea operante con dos palancas.
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e Cuantificar a través de un paradigma operante con la introduccion de
demoras variables (0.0, 3.0, 8.0, 15.0, 23.0, y 30.0 s) interestimulo, la
retencién de informacion durante la discriminacién de las secuencias

previamente aprendidas.

e Analizar a través de la administracion (i.p.) de diferentes dosis (0.0, 0.2,
1.0 y 2.0 mg/Kg) de escopolamina, la participacién de los receptores
colinérgicos muscarinicos en la retenciéon de informacién durante la
discriminacion de secuencias auditivas empleando el paradigma

operante con demoras variables.
6.2. Hipotesis generales
H1: La neurotransmision colinérgica muscarinica participa significativamente en
el mantenimiento de la discriminacion y generalizacion de estimulos
auditivos de distinta duracion previamente aprendida.
H2: La neurotransmision colinérgica muscarinica participa significativamente en

la retencion de informacion durante la discriminacion de secuencias de

estimulos auditivos de distinta duracion.
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7. METODO

7.1. Sujetos

Se emplearon 17 ratas macho de la cepa Wistar, experimentalmente ingenuas,
obtenidas del bioterio de la Facultad de Psicologia de la UNAM y con un peso
inicial entre 300 y 350 gramos. Todos los sujetos fueron mantenidos de manera
individual en cajas de policarbonato transparente con medidas de 20x29x15
cm, ubicadas en un cuarto con humedad al 70%, temperatura constante (21 + 1
°C) y con un ciclo luz-oscuridad de 12-12 h. Las luces se encendian a las 7:00
hrs. y se apagaban a las 19:00 hrs. Al inicio del experimento los animales
tuvieron acceso libre de agua y alimento, posteriormente el acceso al alimento
fue restringido de acuerdo a los procedimientos experimentales que mas

adelante se describen.

A lo largo del presente estudio se realizaron todos los esfuerzos para minimizar
el numero de animales empleados, asi como de cualquier tipo de sufrimiento
para ellos. Todos los procedimientos realizados con los sujetos experimentales
se llevaron a cabo de acuerdo a la norma oficial mexicana NOM-062-ZO0-
1999: Especificaciones Técnicas para la Produccién, Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio. El cuidado de los animales y los procedimientos
empleados en el presente trabajo fueron aprobados por un subcomité

académico-cientifico (comité de tesis).

7.2. Instrumentos y materiales

Se utilizaron 7 cajas de condicionamiento operante (Med Associates INC,
Vermont, USA) de 28x21.5x19 cm. cada una, las cuales estaban equipadas
con un sistema para atenuar ruido, luz ambiental, dos palancas fijas que
requerian una presion de aproximadamente 11-12 gramos para su activacion;
ubicadas cada una de ellas a 2.0 cm arriba del suelo el cual estaba conformado
por barrotes de acero inoxidable, un comedero central equidistante a las
palancas, el cual contaba con un dispensador de pellets electromagnético,

mismo que liberaba 1 pellet de purina (Dustless de 45 mg formula A/l purina).
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empleado como reforzador. Finalmente, en cada caja se ubicaron dos focos-
estimulo (2W; 100 mA a la izquierda y 20 mA a la derecha) cada uno a 6.0 cm

arriba de la palanca respectiva.

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).

7.3. Farmacos

Se administré el antagonista competitivo muscarinico escopolamina (Sigma-
Aldrich, EUA), en dosis de 0.2, 1.0 y 2.0 mg/Kg. EIl farmaco fue disuelto en
soluciéon salina isotdénica al 0.9% como vehiculo y fue administrado via

intraperitoneal (i.p.) en un volumen de 1.0 mi/kg.

7.4. Procedimiento conductual experimento |

7.4.1. Manipulaciones iniciales

Al inicio del experimento se registré el peso corporal de los sujetos durante
cinco dias consecutivos con el fin de obtener la linea base. En esta fase los
sujetos tuvieron acceso libre a agua y al alimento. Una vez calculada la linea
base, se restringio el acceso al alimento para cada sujeto a 5.0 g de alimento
por cada 100 g de peso corporal, hasta que todos los sujetos redujeron su peso
corporal al 85-90 % del peso basal. La restriccion al alimento se mantuvo a lo
largo de las fases experimentales cuidando que el peso corporal de los sujetos
no disminuyera por debajo del 85% del peso corporal de acuerdo al
crecimiento. Esta manipulacion tuvo la finalidad de asegurar la motivacion de

los sujetos al reforzador durante la ejecucion de las tareas conductuales.

7.4.2. Moldeamiento

Los sujetos recibieron dos sesiones de moldeamiento por aproximaciones
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sucesivas para lograr la respuesta operante de presiéon a la palanca. La
disponibilidad del reforzador estuvo bajo un programa concurrente razon fija 1
(RF1). Una vez adquirida la respuesta, los sujetos recibieron entrenamiento de
automoldeamiento por una semana en un programa operante RF1 alternando
la disponibilidad del reforzador en ambas palancas, esto con la finalidad de
obtener estabilidad conductual en la respuesta operante a ambas palancas.
Una vez adquirida la conducta, todos los sujetos fueron entrenados bajo un
programa RF con incrementos progresivos por sesion, hasta llegar a una RF3
independiente en ambas palancas. Cada sesion terminé a los 60 min., o

cuando el sujeto obtuvo 60 reforzadores.

7.4.3. Discriminacion de tonos de distinta duracion

Durante esta fase experimental los 17 sujetos fueron entrenados a emitir
respuestas diferenciales de acuerdo a la duracion (2.0 y 8.0 segundos) de dos
estimulos auditivos, constituidos por tonos de 4.0 KHz y 65.0 dB. Las sesiones
de entrenamiento se constituyeron por una serie de ensayos discretos (no mas
de 60), en cada uno de ellos se presentd uno de ambos tonos de acuerdo a
una secuencia aleatoria. Para obtener el reforzador, cada tono fue asociado a
la respuesta de presion (RF1) en una de las dos palancas. La palanca
correspondiente a cada tono (izquierda o derecha) fue contrabalanceada para
evitar sesgos por lateralizacion. Al ejecutar una respuesta correcta, el
reforzador era entregado y se iniciaba un intervalo interensayos con una
duracién de 20.0 s, durante el cual las luces generales eran apagadas. Una vez
terminado este intervalo se presentaba un nuevo estimulo. Las respuestas
incorrectas conducian directamente al intervalo interensayo. El entrenamiento
en la tarea discriminacion o biseccion temporal, se mantuvo hasta que todos
los sujetos alcanzaron un indice de discriminacién del 75% de respuestas
correctas durante cinco sesiones consecutivas. Una vez alcanzado este criterio
se redujo la tasa de reforzamiento al 75% a fin de evitar extincién en fases de
evaluacion posteriores. Bajo esta condicion, el entrenamiento continué hasta
que los sujetos alcanzaran nuevamente el criterio de adquisicion. Durante esta
fase cada sesion termin6 una vez transcurridos 60 minutos o cuando el sujeto

hubiera obtenido 100 reforzadores. En todos los casos las sesiones se
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condujeron diariamente a la misma hora, 6 dias a la semana.

7.4.4. Generalizacion

Una vez alcanzado el criterio de adquisicion en la tarea de discriminacion
temporal, se seleccionaron aleatoriamente a 10 de los sujetos experimentales a
los cuales se les realizaron 10 sesiones prueba de generalizacién. En las
sesiones de generalizacion se intercalaron de forma azarosa 25 ensayos, los
cuales ocurrieron durante la sesion de acuerdo a una probabilidad de 0.3 con
respecto al total de ensayos transcurridos. En estos ensayos el estimulo
auditivo presentd duraciones intermedias (2.52, 3.17, 4.0, 5.04 y 6.35
segundos) con respecto a los estimulos de entrenamiento en discriminacién. La
duracion de los estimulos de duracion intermedia fue escalada de acuerdo a
una distribucion semilogaritmica y la presentacién de cada una de las distintas
duraciones de los estimulos se realiz6 de forma aleatoria a lo largo de la
sesion. Tras la presentacion de cada uno de los estimulos de duracion
intermedia la entrega de reforzador fue omitida, lo anterior para evitar un
reaprendizaje. Las sesiones de generalizacion concluyeron cuando cada sujeto
obtuviera 100 reforzadores o cuando hubieran transcurrido 60 minutos, lo que
ocurriera primero. A partir del indice de discriminacion en los ensayos con

duraciones intermedias se obtuvieron las curvas de generalizacion.

7.4.5. Pruebas farmacolégicas

Al terminar las sesiones de generalizacion se realizaron las pruebas
farmacoldgicas con escopolamina. En esta fase se repitié el procedimiento de
generalizacion empleando los estimulos con duraciones intermedias de la
forma anteriormente descrita. Adicionalmente, 20 minutos previo al inicio de
cada sesion se administro (i.p.) una de las diferentes dosis (0.2, 1.0 y 2.0
mg/Kg) de escopolamina o el vehiculo (solucion salina al 0.9 %; 1.0 ml/Kg). La
administracion de farmaco o vehiculo se determin6 de acuerdo con una
secuencia aleatoria. Se realizaron 3 sesiones prueba, una por cada dosis del
farmaco y una sesidn con la administracion del vehiculo. Las sesiones

concluyeron de igual forma que en la fase anterior y se obtuvieron las curvas
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de generalizacion a partir del indice de discriminacion bajo estas condiciones

farmacoldgicas.

7.5. Experimento II: Discriminaciéon de secuencias

Para la realizacion de este segundo experimento se empled un grupo
independiente de ratas, conformado por los 7 sujetos restantes del
entrenamiento inicial en discriminacién. Al comienzo de este segundo
experimento, como se refiri6 previamente, los sujetos recibieron las
manipulaciones iniciales, los procedimientos de moldeamiento conductual y el
entrenamiento en la tarea de discriminacién (o biseccion temporal) de 2
estimulos de distinta duracion (2.0 y 8.0 segundos) en la forma descrita en los
procedimientos del experimento anterior (secciones 7.4.1., 7.4.2. y 7.4.3.). Una
vez que los sujetos alcanzaron el criterio de adquisicion, es decir un indice de
discriminacion del 75% de respuestas correctas durante cinco sesiones
consecutivas, se prosiguié al entrenamiento para discriminar dos tipos de
secuencias de estimulos (4 en total), cada una de estas secuencias estuvo
compuesta de dos tonos de diferente duracion (2.0-4.0, 4.0-2.0, 4.0-8.0 y 8.0-
4.0 segundos).

De acuerdo a la suma de la duracién de los dos estimulos que conformaron las
secuencias, estas se clasificaron como secuencias de corta o larga duracion.
Las secuencias de corta duracién se conformaron por un primer estimulo de
2.0 segundos y un segundo estimulo de 4.0 segundos o viceversa (4.0-2.0
segundos), de tal forma que la suma de la duracion de ambos estimulos fue de
6.0 segundos. Las secuencias largas se conformaron por un primer estimulo de
4.0 segundos, seguido de un segundo estimulo de 8.0 segundos o viceversa
(8.0-4.0 segundos), en este segundo caso la suma en la duracion de ambos
estimulos fue de 12.0 segundos. Adicionalmente, los estimulos que
constituyeron cada secuencia se presentaron con tonos diferenciales, uno de
los componentes de la secuencia (primero o segundo) fue un tono grave (1.6
KHz, 65.0 dB), mientras que el otro componente fue un tono agudo (15.0 KHz,
65.0 dB), lo anterior con el fin de que el tono no fuera parte importante de la

discriminacion sino la suma de sus duraciones. La respuesta (RF1) a una de
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las dos palancas (izquierda o derecha) fue asociada con la entrega de
reforzador ante la presencia de una secuencia de duracion corta. Mientras que
la respuesta a la palanca opuesta se asocid con la entrega del reforzador en
presencia de una secuencia larga. La respuesta a la palanca (izquierda o
derecha) ante una secuencia corta o larga fue contrabalanceada, lo anterior

con el fin de evitar sesgos por lateralizacion de los sujetos.

El entrenamiento en discriminacion de secuencias se mantuvo hasta que todos
los sujetos (n=7) alcanzaron el criterio de adquisicién, conformado por un
indice de discriminacion del 75% de respuestas correctas durante cinco
sesiones consecutivas. De igual forma, Las sesiones concluyeron cuando el

sujeto alcanzé 100 reforzadores o cuando hubieran transcurrido 60 minutos.

7.5.1. Evaluacion con demoras

Una vez que los sujetos alcanzaron el criterio de adquisicion se inicié con la
fase de evaluacion con demoras variables. Para ello se realizaron 10 sesiones
consecutivas de discriminaciéon de secuencias de forma similar a la fase
anterior. Adicionalmente, en cada una de estas 10 sesiones, se intercalaron 25
ensayos, los cuales ocurrieron durante la sesion con base en una probabilidad
de 0.3 con respecto al total de ensayos transcurridos. En estos ensayos se
introdujo una demora variable (0.0, 3.0, 8.0, 15.0, 23.0 y 30.0 segundos) entre
los dos estimulos componentes de la secuencia. Las distintas demoras
interestimulos fueron presentadas de forma aleatoria a lo largo de la sesién.
De igual forma se registré el indice de discriminacion y se obtuvieron las
curvas de discriminacion en funcion de los valores de las demoras (curvas de
retencion). La duracion vy finalizacién de las sesiones fue idéntica a las fases

anteriores (100 reforzadores o 60 minutos).

7.5.2. Pruebas Farmacolégicas

Al terminar las sesiones de evaluaciéon con las demoras variables, se realizaron
las pruebas farmacoldgicas con escopolamina. En esta fase del experimento,

se sometié nuevamente a los sujetos a una serie de sesiones consecutivas de
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discriminacion de las secuencias, incluyendo la insercion de los ensayos con
las demoras variables interestimulos, pero 20 minutos previos al inicio de cada
sesibn se administréo (i.p.) de forma aleatoria una de tres dosis de
escopolamina (0.2, 1.0 y 2.0 mg/Kg) o el vehiculo (1.0 ml/kg). Se realizaron 3
sesiones de prueba, correspondientes a cada una de las dosis del farmaco y
una sesion para el vehiculo. Nuevamente se registré el indice de discriminacion
y se obtuvieron las graficas de discriminacién en relacion a los diferentes
valores en las demoras interestimulos para cada una de las dosis de

escopolamina. Las sesiones concluyeron de forma habitual.

La figura 4 muestra de forma esquematica el disefio experimental para la fase
de discriminacidon de secuencias con demoras variables, seguida de las
pruebas farmacolégicas. En la figura se muestra que la presentacion de una
secuencia corta (A o B) fue asociada a la respuesta en un operando (p. €j.,
palanca izquierda), mientras que las respuestas en el operando contrario (p.
ej., palanca derecha) fueron reforzadas al presentarse una secuencia con
duracion larga (C o D). Las demoras variables interestimulos fueron
introducidas aleatoriamente entre ambos componentes de la secuencia. El
procedimiento se llevé a cabo para cada una de las dosis (0.2, 1.0 y 2.0

mg/kg.) de escopolamina y para el vehiculo.

i) T ) T2
[ ] | A Pruebas
Farmacolégicas
= B B
>
C f
D
1t
DEMORAS VARIABLES

Figura 4. Disefio experimental. Entrenamiento en discriminacion de secuencias
con demoras variables, seguidas de las pruebas farmacoldgicas con
escopolamina. A y B secuencias cortas (duracion total: 6 segundos), C y D
secuencias largas (duracion total: 12 segundos). T1 y T2 son los tonos
componentes de cada secuencia.
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7.6. Analisis de datos

Los datos obtenidos fueron el nimero de respuestas para cada palanca, la
duracion total de la sesion, la tasa de respuesta (R/s: numero de respuestas
por segundo), el numero de ensayos por sesion, el numero de reforzadores
totales obtenidos y el indice de discriminacion. El indice de discriminacion (ID),
o probabilidad relativa de la respuesta, se obtuvo mediante la siguiente

ecuacion:

ID=RL/RL 4 RC..eoieeiee oo, [1]

Donde RL es el numero de respuestas a la palanca (operando) asociada con el
estimulo de larga duracién y RC es el numero de respuestas a la palanca

asociada al estimulo de corta duracién, durante cada ensayo de la sesion.

El valor del ID o probabilidad de respuesta para la palanca asociada al estimulo
de larga duracién, se emple6 para elaborar las curvas de generalizacion para
los diferentes valores de duracion del estimulo, asi como para elaborar las
curvas de retencion de acuerdo a las diferentes demoras variables

interestimulos.

A las curvas de generalizacion se les realizé un ajuste sigmoideo de tres

parametros con la siguiente funcién logistica:

£ = A/(LHEXP(-(XKOVD)). .ot 2]

Donde a es el valor maximo de la respuesta, x es el valor de duracién del tono,
X0 es el valor de duracién del tono que produce el 50% del valor maximo en el

indice de discriminacion y b es el valor relativo a la pendiente.

Para el segundo experimento, se empled el indice de discriminacién para
elaborar las curvas de retencion en funcion de las diferentes demoras
interestimulos que fueron empleadas y para las diferentes condiciones

farmacoldgicas. A cada una de las curvas de retencion se les realizé un ajuste
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no lineal a través de una funcion de decaimiento exponencial a partir de la
proporcion de respuestas a la secuencia (estimulo) de duracién larga. La

ecuacion empleada se muestra a continuacion:

F = YO EXP(-D*X) e [3]

Donde y0 es el valor maximo de la respuesta (ID), x es el valor de duracion de
la demora interestimulos y b es la constante de decaimiento de los datos, el

cual es un valor relacionado a la pendiente de la curva.

Para el analisis estadistico de las curvas de generalizacion y de retencion se
obtuvieron parametros cuantitativos de las curvas, particularmente se
consideraron el valor maximo, el valor minimo, el valor medio (x0= 50 % del
valor maximo) y la pendiente de las curvas. El valor de la pendiente (b) de las
curvas tanto de generalizacién como de retencion, se obtuvo a partir del ajuste
logistico y el ajuste de decaimiento exponencial con las ecuaciones arriba
descritas [2 y 3, respectivamente]. Adicionalmente se registro el valor de la tasa
de respuestas (R/s) para cada condicién. Los parametros anteriores se

obtuvieron en cada condicion experimental.

Para el analisis estadistico de los datos, se realizaron comparaciones entre los
distintos grupos y las diferentes condiciones experimentales. Para ello se
emplearon analisis de varianza (ANOVA) para grupos dependientes. En los
casos en los que el analisis de varianza resulté significativo se procedié a
realizar las comparaciones multiples para los casos particulares a través de la

prueba post hoc de Tukey; considerandose un nivel de significancia de 0.05.

Finalmente, 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 Mac OS X. En
el presente trabajo los resultados se expresan en medias y error estandar de la
media (E.E.M).
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8. RESULTADOS

8.1. Experimento I: biseccién temporal

8.1.1. Adquisicién

El primer objetivo del entrenamiento conductual de los sujetos fue la
adquisicion de la tarea de discriminacién de 2 tonos de diferente duracion
(corto: 2.0 s vs largo: 8.0 s). En promedio, los sujetos requirieron de 23.0 £ 2.1,
sesiones de entrenamiento para alcanzar el criterio de adquisicion. En la
grafica 1 se muestra el indice de discriminacion promedio del total de los
sujetos (n=17) durante las 12 primeras sesiones de entrenamiento, seguido de
las ultimas 10 sesiones de entrenamiento previas a que cada sujeto alcanzara
el criterio de adquisicion en la tarea. En la grafica se aprecia claramente que al
inicio del entrenamiento los sujetos respondieron de forma azarosa en
cualquiera de ambas palancas. Mientras que al final del entrenamiento la
respuesta de los sujetos es diferencial de acuerdo a la duracion (corto o largo)

del tono presentado.
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Grafica 1. Curvas de adquisicion. Se muestra el indice de discriminaciéon
promedio (n= 17), para el estimulo corto (2.0 s) y largo (8.0 s), durante las
primeras 12 sesiones de entrenamiento y las 10 sesiones previas al criterio de
adquisicion. Medias + E.E.M.
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8.1.2. Generalizacion

Una vez que los sujetos alcanzaron el criterio de adquisicién en la tarea de
discriminacion temporal se realizaron las pruebas de generalizacién en 10 de
los 17 sujetos. Los resultados de las pruebas de generalizacion se presentan
en la grafica 2, en la cual se muestra el indice de discriminacion (probabilidad
relativa de respuesta para la palanca asociada al tono largo) en funcién de las
distintas duraciones intermedias del estimulo. La grafica demuestra un
gradiente de generalizacion normal y un claro control de la conducta por la
dimensién temporal del estimulo. De acuerdo al analisis de la curva, el valor
minimo promedio fue de 0.09 £ 0.01, el valor maximo promedio fue de 0.90 +
0.01, mientras que el valor medio de la curva (50 % del valor maximo) fue de
3.59 £ 0.09 y el valor promedio de la pendiente de la curva fue de 0.143 %
0.005. Estos datos se consideran como linea base (LB) para comparaciones

posteriores.

Generalizacion
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Grafica. 2. Gradiente de generalizacion control. Se muestra el indice de
discriminacion de los sujetos (n=10) para la palanca asociada al tono largo en
funcion de las distintas duraciones intermedias del estimulo. Medias + E.E.M.

8.1.3. Generalizacion con escopolamina

Con el fin de evaluar la participacién del sistema colinérgico muscarinico en la

tarea de discriminacion temporal, se realizaron pruebas de generalizacion bajo
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la administracion de 3 diferentes dosis (0.2, 1.0 y 2.0 mg/kg, i.p.) del
antagonista muscarinico no selectivo escopolamina y del vehiculo (1.0 ml/kg).
Las curvas de generalizacién para las distintas condiciones farmacolégicas se
observan en la grafica 3. Nuevamente se grafica el indice de discriminacion
(probabilidad relativa de respuesta) a la palanca asociada al tono de duracién
larga en funcion de las diferentes duraciones intermedias del estimulo. Como
se observa en la grafica, la administracion de escopolamina produjo un
decremento dosis dependiente en el gradiente de generalizacion, mientras que
la curva con la administracion del vehiculo conserva un gradiente de

generalizacion normal y similar a la linea base.

Generalizacion Escopolamina

1.0 -
S 038
=)
©
s
E os-
[y
@
2B
=
@ 0.4 -
=
8 # LineaBase
T 024 & Vehiculo
= @ 0.2mg/Kg
#® 1.0mg/Kg
& 2.0mg/Kg
0.0 +
2 2.52 347 4 5.04 6.35 8

Duracion del Estimulo(s)

Grafica. 3. Gradientes de generalizacion para la condicién de Linea Base (LB),
vehiculo y bajo las distintas dosis de escopolamina. Se grafica el indice
promedio (n=10) de discriminacién (probabilidad relativa) para la palanca
asociada al tono largo en funcion de las distintas duraciones intermedias del
estimulo. Medias = E.E.M.

Con el fin de obtener una evaluacion mayormente detallada del efecto de la
administracion de las distintas dosis de escopolamina sobre la conducta de los
sujetos, se obtuvieron los valores promedio de la pendiente, el valor minimo y
el valor maximo de las curvas de generalizacién en las distintas condiciones y

se realizaron las comparaciones estadisticas (ANOVA’s). Adicionalmente, se
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analizo la tasa de respuestas como control motor y motivacional de la conducta
de los sujetos en las distintas condiciones experimentales. Los resultados del

analisis estadistico y las graficas correspondientes se muestran a continuacion.

8.1.4. Efecto sobre la pendiente

En la grafica 4, se observan los valores promedio obtenidos para la pendiente
de las curvas en la condicion linea base (0.143 + 0.005), vehiculo (0.138 %
0.004) y para las dosis de escopolamina de 0.2 (0.075 + 0.01), 1.0 (0.041 %
0.008) y 2.0 (0.036 + 0.006) mg/kg. Se observan cambios dosis dependientes,
los cuales de acuerdo al analisis presentaron diferencias estadisticas
significativas [ANOVA: F4, 0.031)= 54.68, p < 0.0001]. Especificamente, las
comparaciones multiples (Tukey) mostraron diferencias significativas entre las
dosis de 0.2 (p= 0.001), 1.0 (p= 0.001) y 2.0 (p= 0.001) mg/kg., con respecto a
la condicion vehiculo y la linea base. Adicionalmente la dosis de 0.2 mg/kg
presenté diferencias significativas (p= 0.05 y 0.01) con respecto a las dosis de
1.0 y 2.0 mg/kg, respectivamente. Por su parte, la comparacién entre la Linea
base y el vehiculo no mostré diferencias estadisticamente significativas.

Efecto de la administracion de escopolamina sobre la
pendiente de las curvas de generalizacion

0.201

0.154

0.104

Valor de la pendiente

LB Vehiculo 0.2 1.0 2.0

Dosis (mg/Kg)

Grafica 4. Efecto de la administraciéon de escopolamina sobre la pendiente del
gradiente de generalizacién. LB= Linea base. Medias + E.E.M. * = p < 0.05, ** =
p<0.01y**=p<0.001.

39



8.1.5. Efecto sobre el valor minimo de la curva

Para efectos de su comparacion, se presentan en la grafica 5 los valores
minimos promedio obtenidos de las curvas de generalizacién para la condicién
de LB (0.091 = 0.01), vehiculo (0.085 % 0.038) y para las dosis de
escopolamina de 0.2 (0.192 £ 0.048), 1.0 (0.296 + 0.035) y 2.0 (0.282 + 0.02)
mg/kg. Se puede observar que la administracion de escopolamina causé un
incremento dosis dependiente en el valor minimo del indice de discriminacion.
El analisis estadistico mostré diferencias significativas entre grupos [ANOVA:
F,0.122= 11.02, p < 0.0001]. Por su parte, las comparaciones multiples (Tukey)
sefalan diferencias significativas entre las dosis de 1.0 (p= 0.001) y 2.0 (p=
0.01) mg/kg., con respecto al vehiculo y de igual forma con la linea base (p=
0.001 ambos casos, no se muestran en la grafica). En el caso del valor minimo
de la curva, tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas

(ANOVA) entre la condicién control (LB) y la administracion del vehiculo.

Efecto de la administracion de escopolamina sobre el valor
minimo de la curva

indice de discriminacion

LB Vehiculo 0.2 1.0 20
Dosis (ma/Kg)

Grafica 5. Efecto de la administracion de escopolamina sobre el valor minimo
de la curva de generalizacién. LB= Linea base. Medias +t EEEM. **=p<0.01y
***=p<0.001.
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8.1.6. Efecto sobre el valor maximo de la curva.

El efecto de la administracion de las distintas dosis de escopolamina sobre el
valor maximo de la curva de generalizaciéon se presenta en la grafica 6. Se
muestra el valor promedio para la condicién LB (0.90 + 0.01), el vehiculo (0.90
1 0.03) y para las dosis 0.2 (0.87 + 0.35), 1.0 (0.84 + 0.03) y 2.0 (0.62 = 0.02)
mg/kg de escopolamina. El analisis estadistico demostré diferencias entre
grupos [ANOVA: F@, o.146= 16.32, p < 0.0001], las cuales se encontraron
(Tukey) entre las dosis 2.0 mg/kg con respecto al vehiculo (p= 0.001) y la LB
(p= 0.001, no se muestra en la grafica), asi como entre las dosis de 0.2 y 1.0
mg/kg con respecto a la dosis de 2.0 mg/kg (p= 0.001). Nuevamente, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la LB y la

administracion del vehiculo.

Efecto de la administracion de escopolamina sobre el valor
maximo de la curva
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Grafica 6. Efecto de la administracion de escopolamina sobre el valor maximo
de la curva de generalizacion. LB= Linea base. Medias + E.E.M. *** = p <
0.001.

8.1.7. Tasa de respuestas

Con la finalidad de analizar si los cambios registrados en el proceso de

generalizacion bajo la administracion de escopolamina responden a
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variaciones en la conducta motora o en el estado motivacional de los sujetos,
se analizo la tasa de respuestas en las diferentes condiciones. En la grafica 7
se observan los valores promedio de la tasa de respuestas de los sujetos para
la linea base, la administracién del vehiculo y las distintas dosis del farmaco
durante las pruebas de generalizacion. El analisis estadistico (ANOVA) de
estos datos no demostrd ninguna diferencia estadisticamente significativa entre
los grupos [F, 0.0003)= 0.3134]. Por lo que se puede concluir que los posibles
efectos motores o motivacionales del farmaco no interfirieron con el
desempenfo de los sujetos durante la tarea de discriminacioén y generalizacion

de estimulos auditivos de diferente duracion.

Efecto de la administracion de escopolamina sobre
la tasa de respuesta
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Grafica 7. Tasa promedio de respuestas (R/s) durante las pruebas de
generalizacion para la Linea Base (LB), vehiculo y las diferentes dosis de
escopolamina. No existen diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos. R/s= respuestas sobre segundo. Medias + E.E.M.
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8.2. Experimento ll: discriminaciéon de secuencias

8.2.1. Adquisicién

El objetivo de este segundo experimento fue establecer el proceso de
discriminacion de secuencias de estimulos auditivos de distinta duracion y
posteriormente analizar la participacién del sistema colinérgico muscarinico en
la capacidad de mantenimiento en memoria de la informacion de la tarea, lo
cual se llevé a cabo nuevamente a través del empleo de demoras variables
interestimulos. Para tal fin se empleé un grupo de ratas conformado por 7
sujetos. Dicho grupo, como se describi6 previamente, fue inicialmente
entrenado en el procedimiento de discriminacion de 2 tonos de diferente
duracion o biseccion temporal. En esta primera fase los 7 sujetos requirieron en
promedio de 21 + 2.1 sesiones para alcanzar el criterio de discriminacién entre
los 2 tonos, valor que no presentd diferencias significativas con respecto al
resto de los sujetos que conformaron el grupo del primer experimento.
Posteriormente, los sujetos fueron entrenados en el procedimiento de
discriminacion de secuencias en la cual se entren6 a cada sujeto a discriminar
entre una secuencia corta de una larga, lo anterior de entre cuatro tipos de

secuencia (ver método, seccién 7.5.).

A continuacion, en la grafica 8, se muestra el indice promedio de discriminacion
(probabilidad relativa de respuesta) para la palanca asociada a la secuencia
larga (suma de componentes igual a 12 s). Se presentan las primeras 15
sesiones del entrenamiento, seguidas de las 12 sesiones previas a que cada
sujeto alcanzara el criterio de adquisicion (75% de respuestas correctas
durante cinco sesiones consecutivas). Para este segundo experimento se
aprecia una ejecucion inicial con cierto nivel de diferenciacion entre las
secuencias cortas y largas, mediada por el entrenamiento previo en la tarea de
biseccion temporal. De igual forma, se aprecia que conforme el entrenamiento
avanzo, los sujetos fueron capaces de discriminar cada vez mejor entre una
secuencia corta y una larga. En promedio los sujetos requirieron de 70 £ 5.0

sesiones para alcanzar el criterio de adquisicion de esta fase.
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Adquisicion discriminacion de secuencias

1 .0 I’I’

el M

©

©

= —@- Secuencias cortas

E 0.6 - —O— Secuencias largas

Q

.E

5

% 04

®

2

=]

i Wﬂl
0.0 T T T T T V’Il T T T T

0 3 6 9 12 15 -9 -6 -3 0

Sesiones

Grafica 8. Curva de adquisicion de la discriminacidén de secuencias. Se
muestra el indice de discriminacion promedio (n=7) durante las primeras 15
sesiones de entrenamiento y las 12 sesiones previas al criterio de adquisicion.
Medias + E.E.M.

8.2.2. Discriminacion de secuencias con demoras interestimulos

Una vez alcanzado el criterio de adquisicion en la discriminacién de secuencias
y con el fin de evaluar la capacidad de retencién de la informacion en la
memoria de los sujetos, se realizaron las pruebas de discriminacion de
secuencias con la inserciéon de demoras variables entre los 2 componentes de
cada secuencia (ver método, seccion 7.5.1.). Los diferentes valores de las
demoras (0.0, 3.0, 8.0, 15.0, 23.0 y 30.0 segundos) se presentaron de forma
aleatoria a lo largo de cada sesion prueba de esta fase. En la grafica 9 se
observa el efecto de la diferente duracion de cada demora sobre el indice de
discriminacion de los sujetos. Al inicio de la curva de retencidn, se puede
apreciar que conforme incrementa el valor de la demora la eficacia de
ejecucion de los sujetos disminuye progresivamente, mientras que al final de la
curva, en las demoras de mayor duracidn, la ejecucién de los sujetos se

estabiliza. Esta curva de retencidon se considerd en lo sucesivo como la linea
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base de ejecucién para fines de su comparacién con las manipulaciones

farmacoldgicas con el antagonista muscarinico.

Efecto de la insercion de demoras
sobre el indice de discriminacion
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Grafica 9. Discriminacidon de secuencias auditivas con demoras variables
interestimulos. Se muestra el indice de discriminacién promedio (n=7) con
respecto a la duracion de la demora. Medias £ E.E.M.

8.2.3. Escopolamina y discriminaciéon de secuencias con demoras

Con el fin de evaluar la participacion de los receptores muscarinicos en el
mantenimiento o retencion de la informacion de la tarea en la memoria de los
sujetos, se analizé el efecto de la administracion de 3 dosis de escopolamina
(0.2, 1.0 y 2.0 mg/kg, i.p.) sobre la ejecuciéon de la tarea de discriminacion de
secuencias con las demoras variables y se comparé con la administracion del
vehiculo (1.0 ml/Kg) y con la linea base. Los resultados obtenidos se muestran
en la grafica 10. Se puede observar que la administracion de escopolamina
reduce de forma dosis dependiente el valor del indice promedio de
discriminacion de los sujetos en las distintas demoras. Mientras que en lo que
respecta a la ejecucién entre la linea base y el vehiculo, no se observaron

diferencias significativas [F(12, 0.743= 0.3344].
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Efecto de la administracién de escopolamina sobre
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Grafica 10. Curvas de retencion. Se presenta el indice de discriminacion
promedio de las secuencias en funcién del valor de las demoras interestimulos
para cada una de las condiciones farmacoldgicas. Medias + E.E.M.

Inicialmente un analisis de varianza de dos factores mostré que las diferencias
en la variacion de la ejecucion de los sujetos en esta fase experimental se
explica mayormente por la administracion de escopolamina [ANOVA: F 4, 0.076)=
67.12, p < 0.0001] en comparacion con la presentacion propiamente de las
diferentes demoras [ANOVA: F, 0.020= 18.31, p < 0.0001], siendo ambas
variables significativas estadisticamente. En la siguiente tabla (tabla 12), se
observa que un 63% del efecto de la variacién total de los indices de
discriminacion esta explicado por la administracion del farmaco y un 27.31%

por la presentacion de las demoras.

Fuente de % de la variaciéon Significancia.
variacion total Valor de P
Dosis 66.73 < 0.0001 el
Demora 27.31 < 0.0001 e

Tabla 12. Se muestra el porcentaje de variacion total para los factores demoras
y dosis de escopolamina durante la discriminacién de secuencias.
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El analisis anterior refleja que el efecto farmacolégico es mayor sobre el
desempefio de los sujetos en la tarea en comparacion con el efecto de las
demoras propiamente. A partir de ello y con el propdésito de analizar con mayor
detalle el efecto de la escopolamina, y la participacion de los receptores
muscarinicos, sobre las curvas de retencion de los sujetos durante la tarea de
discriminacion de las secuencias, nuevamente se realizaron comparaciones de
los diferentes parametros de las curvas en las distintas condiciones

farmacoldgicas, los cuales se presentan a continuacion.

8.2.4. Efecto farmacoldgico sobre el indice de discriminacién

El efecto dosis dependiente de la administracion de escopolamina se aprecia
mucho mejor cuando se comparan los valores del indice de discriminacion del
promedio total de las demoras para cada una de las diferentes dosis del

farmaco.

En la siguiente grafica (grafica 11) se presenta el promedio total de ejecucion
de todas las demoras en cada una de las dosis farmacoldgicas, asi como para
la administracién del vehiculo y la linea base. El analisis estadistico mostro
diferencias significativas [ANOVA: F4, 0.076) =15.04 p <0.0001] entre las dosis
administradas de escopolamina, el vehiculo y la linea base. Particularmente,
las diferencias se observaron (Tukey) entre las dosis 1.0 y 2.0 mg/kg con
respecto al vehiculo (p= 0.001 y 0.0001, respectivamente), asimismo se
observaron diferencias entre las dosis de 1.0 y 2.0 mg/kg con respecto a la

dosis de 0.2 mg/kg (p= 0.05 y 0.0001, respectivamente).
En lo que respecta a la comparacion entre los valores de la linea base y del

vehiculo, nuevamente no se observaron diferencias estadisticas entre ambos

grupos.
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Efecto de la administracion de escopolamina sobre
el indice de discriminacion en la tarea de secuencias con demora
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Dosis (mg/Kg)

Grafica 11. Promedios globales del indice de discriminacion de secuencias del
total de las demoras de acuerdo a las distintas dosis de escopolamina. Medias
+ E.E.M. Tukey: * =p <0.05, **=p<0.01,*™* =p<0.001.

De igual forma el efecto dosis dependiente del bloqueo de los receptores
muscarinicos sobre el indice de discriminacién de las secuencias, se observa
cuando se comparan los valores promedio pero en cada una de las demoras
de forma independiente. En la siguiente grafica (grafica 12), se presentan los
indices de discriminacién en cada una de las condiciones farmacoldgicas de
manera independiente para cada una de las demoras evaluadas. En este caso
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las demoras

con duracion de 2.0 [ANOVA: F4, 0.1008)= 2.69, p < 0.05] y en la demora con
duracion de 8.0 segundos [F4, 0.2412)= 2.647, p < 0.05].

En general, en cuanto al indice de discriminacion, tanto los valores promedio
del total de las demoras como los promedios independientes para cada una de
ellas, se aprecia un efecto negativo de la administracion del farmaco sobre la

ejecucion de los sujetos y este efecto es mayor para las demoras mas largas.

48



Efecto de la escopolamina sobre la discriminaciéon de secuencias
auditivas para cada demora
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Grafica 12. Efecto de la administracion de escopolamina sobre la
discriminacion de secuencias auditivas en cada una de las demoras
interestimulo evaluadas. LB= Linea base. Medias + E.E.M.

8.2.5. Efecto sobre el valor minimo de la curva

En la grafica 13, se comparan los valores minimos promedio obtenidos de las
curvas de discriminacion de secuencias con demoras, tanto para la condicion
de LB (0.577 + 0.054), el vehiculo (0.551 + 0.070) y para las dosis de
escopolamina de 0.2 (0.456 + 0.088), 1.0 (0.325 £ 0.063) y 2.0 (0.267 £ 0.095)
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mg/kg. Se puede observar que la administracion de escopolamina causo un
decremento en el valor minimo del indice de discriminacion. El analisis
estadistico mostré diferencias significativas entre grupos [ANOVA: F, 0.259)=
3.21, p < 0.05]. Las comparaciones post hoc (Tukey) sefalaron diferencias
significativas (p < 0.05) entre las dosis de 1.0 y 2.0 mg/kg., con respecto a la

administracion del vehiculo.

Efecto de la administracion de escopolamina sobre el valor
minimo de la curva
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Grafica 13. Efecto de la administracion de escopolamina sobre el valor minimo
de las curvas de discriminacion de secuencias con demoras. LB= Linea base.
Medias + E.E.M. * = p <0.05.

8.2.6. Efecto sobre el valor maximo de la curva

El efecto de la administracion de escopolamina sobre el valor maximo de las
curvas de discriminacion de secuencias con demoras se presenta en la grafica
14. Se grafica el valor promedio para la condicion LB (0.843 + 0.038), el
vehiculo (0.849 + 0.033) y para las dosis de 0.2 (0.825 + 0.045), 1.0 (0.824 +
0.051) y 2.0 (0.732 £ 0.064) mg/kg de escopolamina. Nuevamente el analisis
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de varianza mostro diferencias estadisticas. Particularmente las comparaciones
post hoc (Tukey) sefialan diferencias significativas entre las dosis de 1.0 y 2.0
mg/kg., con respecto a la administracion del vehiculo (p= 0.01 y p= 0.001
respectivamente) y para la dosis de 0.2 mg/ kg., con respecto a la dosis de 2.0
mg/ kg (p=0.001).
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Grafica 14. Efecto de la administracién de escopolamina sobre el valor maximo
de la curva de discriminacién de secuencias con demoras. LB= Linea base.
Medias = E.E.M. ** = p < 0.01, *** = p < 0.001.

8.2.7. Efecto sobre la pendiente

El andlisis de los valores minimo, maximo y promedios del indice de
discriminacion de las curvas de discriminacion de secuencias con demoras,
demuestra un efecto negativo dosis dependiente de la escopolamina sobre el
desempefio de los sujetos, lo que sefiala la participacion de los receptores
muscarinicos en el proceso de discriminacion de secuencias auditivas. Para
evaluar con mayor precision la participacion de estos receptores en la
capacidad de retencion de la informacién sobre la tarea en la memoria de los

sujetos, se analizo si el valor de la pendiente de las curvas present6 alguna
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variacion en alguna de las dosis de escopolamina administradas con respecto

al vehiculo o linea base.

En la grafica 15, se observa la cuantificacion de los valores promedio obtenidos
para la pendiente de las curvas en la condicién control (-0.0044 £ 0.0008),
vehiculo (-0.0038 + 0.0016) y para las dosis de escopolamina de 0.2 (-0.0049 +
0.0014), 1.0 (-0.0039 £ 0.0003) y 2.0 (-0.0057 £+ 0.0011) mg/kg. El analisis de
varianza no mostro diferencias estadisticas significativas entre ninguna de las

condiciones.
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Grafica 15. Efecto de la administracion de escopolamina sobre la pendiente de
las curvas de retencion. LB= Linea base. Medias + E.E.M.

8.2.8. Efecto sobre la tasa de respuesta

Finalmente, con el objetivo de analizar si las variaciones en el desempefio de
los sujetos durante las pruebas de discriminacién de secuencias con demoras
se debieron a cambios motores o0 motivacionales inducidos por la
escopolamina, se comparé la tasa de respuestas promedio para cada una de
las condiciones de esta fase. En la grafica 16 se presentan los valores
promedio de la tasa de respuestas de los sujetos bajo las distintas condiciones

experimentales (dosis de escopolamina, vehiculo y linea base). Nuevamente,
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no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en este parametro
entre las diferentes dosis de escopolamina administradas o con respecto a los
controles [ANOVA: F, 4.092) = 0.012].
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Grafica 16. Tasa de respuestas (respuestas/segundo) para las diferentes
dosis. No existen diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo
control.

A partir de los analisis anteriores, los resultados sugieren que los receptores
colinérgicos muscarinicos tienen una participacion directa en la discriminacion
de estimulos auditivos de diferente duracion, no solo en estimulos simples
como sino también en configuraciones en secuencia. Los resultados también
sugieren que la participacién de dichos receptores es fundamental en relacion
a la sensibilidad de los sujetos ante las propiedades temporales del estimulo
discriminativo, ya que el bloqueo de estos receptores deteriora
significativamente el proceso de generalizacién. Adicionalmente y de acuerdo a
las dosis evaluadas, estos receptores juegan un papel importante en la
capacidad de los sujetos para conservar y emplear la informacion de la tarea

en la memoria a corto plazo durante intervalos breves de retencion.
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9. DISCUSION

El objetivo principal del presente estudio fue evaluar la participacion del
sistema colinérgico muscarinico en la discriminacion y generalizacion de
estimulos temporales auditivos previamente aprendidos, asi como analizar la
participacion de este sistema en la retencion en memoria de informacion sobre
la discriminacion de secuencias de este tipo de estimulos, esto ultimo a través
del empleo de demoras interestimulos variables. La importancia del estudio
radica en que la participacion del sistema colinérgico, como ya se menciond, ha
sido poco explorada en este tipo de tareas, por lo que los resultados del

presente trabajo se consideran una referencia importante sobre el tema.

A partir de los resultados del primer experimento se observa inicialmente que
los sujetos fueron capaces de discriminar entre dos tonos que difieren
solamente en la duracién del estimulo. Adicionalmente, los sujetos presentaron
un apropiado gradiente de generalizacién ante estimulos de duracién similar
(Domjan, 2010), en el cual las respuestas se ajustaron adecuadamente a una
curva de generalizacion sigmoidea. En dicha curva, el valor promedio de
duracion del tono que produjo el 50% del indice de discriminacion o punto de
biseccion, fue de 3.59 + 0.09 s., valor muy cercano al punto medio entre los 2
estimulos a discriminar. Mientras que la pendiente de la curva refleja una

adecuada sensibilidad ante los cambios en el valor del estimulo.

Al llevar a cabo las pruebas con la administracion de escopolamina en las tres
dosis evaluadas, se observa una disminucion dosis dependiente en la
capacidad de discriminacion de los sujetos, junto con un aplanamiento
progresivo de la curva en funcidén del incremento de la dosis. El efecto dosis
dependiente provocado por la administracion de escopolamina, indica que
mientras mayor sea el bloqueo de los receptores muscarinicos, menor es la
eficiencia en la ejecucion de los sujetos durante la tarea. Estos resultados
indican que el sistema colinérgico muscarinico tiene un papel importante en el
mantenimiento de la discriminacion de estimulos auditivos de diferente
duracion. Particularmente en las dosis mayores del farmaco, los cambios en el

valor promedio de los indices de discriminacion muestran que los sujetos
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respondieron de forma azarosa, con indices de discriminaciéon concentrados en
valores alrededor del 50%. Es decir, en niveles comparables a aquellos

presentados de forma previa a la adquisicién de la tarea.

El hecho de que no se hayan observado cambios en la tasa de respuesta
durante la administracion de las diferentes dosis de escopolamina con respecto
a las condiciones control o entre las distintas dosis, sugiere la ausencia de
posibles efectos motores y/o motivacionales de la escopolamina sobre la
conducta de los sujetos durante las sesiones prueba. Adicionalmente, el que no
existan cambios en la tasa de respuestas también sugiere de forma moderada
que no hubo cambios significativos en los niveles atentivos de los sujetos, lo
que se ve reforzado con referencias previas, en las cuales el efecto negativo de
la administracion de escopolamina es disociado de procesos atentivos,
especialmente en estudios donde se introducen demoras temporales en la
evaluacion conductual (Chudasama et al., 2004). Por otra parte, no se observé
un desplazamiento paralelo de las curvas de generalizacion bajo la presencia
de ninguna de las dosis administradas de escopolamina. Un desplazamiento
paralelo de las curvas de generalizacion bajo estas condiciones hubiera
sugerido una sub o sobreestimacion de la duracion de los estimulos
discriminativos. El hecho de que este efecto no se presentara, sugiere que el
bloqueo de los receptores muscarinicos no interfiere primordialmente con la

percepcion de la temporalidad de los estimulos.

El efecto negativo del bloqueo de los receptores muscarinicos observado en el
presente estudio es consistente con una amplia diversidad de estudios que
refieren que la interrupcién del sistema colinérgico afecta de manera directa
con el desempefo de diversos tipos de tareas vinculadas con el aprendizaje y
la memoria (Fibiger et al., 1991; Molchan et al., 1992; Nomura et al., 1994;
Robinson et al., 2004; Sambeth et. al., 2007; Klinkenberg y Blokland, 2010).
Pero especificamente, los resultados del presente estudio son consistentes con
reportes sobre la participacion del sistema colinérgico muscarinico en tareas de
discriminacion de estimulos relativos al sistema sensorial visual y auditivo. Por
ejemplo en la discriminacion de estimulos visuales (Colpaert et al., 2001;

Robinson et al., 2004), en la discriminacion condicionada de combinaciones de
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formas y figuras (Savage et al.,, 1996), asi como en la deteccién de brechas
(gaps) auditivas asociadas con la agudeza y resolucion temporal auditiva (Ison
y Bowen, 2000). Adicionalmente, los datos también son congruentes con un
estudio preliminar (Meck, 1996), en el que se refiere que como parte del
procesamiento temporal, el almacenamiento de informacién en memoria
temporal parece estar vinculado con la actividad colinérgica en la corteza
frontal, mientras que el mecanismo neural empleado como temporizador de
duraciones de segundos a minutos parce estar relacionado a la funcion

dopaminérgica en los ganglios basales.

El hipocampo y la neocorteza son estructuras con sustantiva actividad
colinérgica (van der Zee y Luiten, 1999) y presentan una gran poblacion de
receptores muscarinicos, especialmente del tipo M1 (Klinkenber y Bloklan,
2010). Por lo cual es probable que estas estructuras puedan estar involucradas
en el efecto de la escopolamina sobre las curvas de generalizacién en el
presente trabajo. Por otra parte, el efecto de aplanamiento de las curvas de
generalizacion, la ausencia de cambios en el punto de indiferencia conductual
o punto de biseccidén, asi como la ausencia de cualquier desplazamiento
paralelo de las curvas de generalizacion bajo la administracion del farmaco,
sugieren que la participacion del sistema colinérgico en este experimento
podria asociarse mayormente a mecanismos de conservacion de la informacion
involucrando a las estructuras antes referidas. Convendria en este caso realizar
experimentos posteriores en los que se analice la participacion del sistema
colinérgico en la discriminaciéon y generalizacion de estimulos auditivos
temporales, a través de la administracion intracraneal de antagonistas
muscarinicos, particularmente en estructuras como el propio hipocampo, la

corteza frontal o incluso el estriado.

Por otro lado, el procedimiento de discriminacion temporal puede realizarse a
través de una variacion de las tareas de igualacién a la muestra simbdlica y
discriminacion condicionada. En este tipo de tareas (ver: Roberts, 1998), cada
ensayo inicia con la presentacion de un estimulo muestra que esta constituido
por un intervalo determinado, por ejemplo una luz general que se enciende por

un intervalo de 2 0 10 s., posteriormente dicha luz es apagada y dos estimulos
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de comparacion son presentados a continuacioén, por ejemplo una luz roja
ubicada a la derecha y una luz verde ubicada a la izquierda. En el caso
anterior, las respuestas a la luz roja podran ser reforzadas si la luz general fue
encendida por el intervalo de 2 s., mientras que las respuestas a la luz verde
podran ser reforzadas si la luz general fue encendida por 10 s. El
procedimiento descrito es similar al empleado en el primer experimento del
presente trabajo. Adicionalmente, el procedimiento permite la insercion de
demoras entre el estimulo muestra y el estimulo de comparacion, o entre los
elementos constitutivos del estimulo muestra (Zamora-Arevalo et al., 2013),
como en el caso del segundo experimento del presente estudio, en el cual se
realizé la insercion de demoras variables interestimulos con el fin de obtener
mayor informacion sobre la capacidad de retencion de informacion en sistemas
de memoria. Bajo esta condicién el procedimiento es habitualmente referido
como igualacion a la muestra simbdlica demorada (Roberts, 1998) y ha sido
tipicamente empleado para evaluar memoria de trabajo en modelos animales
(Rayburn-Reeves y Zentall, 2009).

Con respecto a los resultados en el segundo experimento del presente estudio,
los datos obtenidos muestran inicialmente que los sujetos fueron capaces de
adquirir y mantener la discriminacion de secuencias de estimulos auditivos de
diferente duracion. En este caso entre secuencias compuestas por 2 tonos de
distinta duracién. Dicho resultado es comun en la literatura, sin embargo es
pertinente mencionar que habitualmente los organismos en sus ambitos
naturales deben discriminar entre secuencias o series de eventos, lo cual
aproxima al modelo experimental a las exigencias habituales del medio
ambiente, ademas de que este procedimiento permite, como ya se menciono,
la insercion de demoras variables. Como dato adicional, durante la fase de
adquisicion de este paradigma experimental, se observo que a los sujetos les
tomo un mayor numero de sesiones adquirir la discriminacion de la secuencia
de mayor duracién (larga) en comparacion con la secuencia de menor duracion
(corta). Dicho fenémeno también fue notorio durante la fase de evaluacion con
las demoras. Este fendmeno es consistente con datos reportados en la
literatura correspondientes a estudios con palomas y roedores y es conocido

como efecto de eleccién al corto (Zentall, 2007). Bajo esta condicién la
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preferencia por la respuesta asociada al evento corto también ha sido
previamente reportada (Kraemer et al, 1985). Se estima que este efecto no
influyé en el analisis de los resultados a partir de que las fases de evaluacion
prueba iniciaron hasta que cada sujeto alcanzé los criterios de adquisicién y a
que los controles experimentales (LB y vehiculo) estuvieron expuestos a las

mismas condiciones.

Al llevar a cabo la evaluacion con la insercion de las demoras variables entre
los componentes de las secuencias, se observd un decremento en los indices
de discriminacion promedio; dicho decremento fue proporcional al incremento
en los intervalos de retencion o demoras. Es decir, mientras mayor fue la
duracion del intervalo de demora, menor fue el indice de discriminacion
promedio emitido por los sujetos. Esta condicidn es particularmente notoria en
las demoras de menor valor, mientras que en las demoras de mayor valor el
indice promedio de discriminacion se estabiliza en valores por debajo de las
condiciones control. EI decremento en el desempefo de los sujetos como
consecuencia de la insercion de las demoras es consistente con otros estudios,
en los cuales también se aprecia una disminucion en la retencidn de
informaciéon como resultado de la insercion de demoras en distintas tareas de
memoria con roedores (Otto y Eichenbaum, 1992; Clark et al.,, 2001).
Adicionalmente y de manera interesante, dichos estudios destacan la
participacion directa del hipocampo en el desempeio de las tareas con este

tipo de demoras.

En relacion al analisis del efecto de la administracién de las diferentes dosis de
escopolamina sobre las curvas de retencion durante la discriminacion de
secuencias, nuevamente se observd un decremento dosis dependiente en los
indices de discriminacion, tanto en los indices promedio generales como en los
indices promedio para cada una de las demoras, asi como en los valores
minimo y maximo de las curvas. De forma particular, el efecto de las dosis
farmacologicas fue incluso mayor que el de las demoras propiamente. No se
observaron cambios significativos en la pendiente de las curvas de retencién, lo
que sugiere que el efecto farmacoldgico fue homogéneo entre las diferentes

demoras. En este caso resultaria interesante analizar también el decremento
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neto de las curvas en funcion de las distintas dosis, es decir comparar ente las
distintas condiciones, la diferencia total entre el valor correspondiente a la
menor demora con respecto al valor de la mayor demora, con el fin de
corroborar que el cambio sea también dosis dependiente. También es
recomendable evaluar el efecto farmacolégico contemplando demoras

adicionales y de mayor duracion.

Es importante sefialar que en este segundo experimento tampoco se
observaron diferencias significativas en la tasa de respuestas entre las
condiciones control (LB y vehiculo) y las 3 dosis evaluadas, o incluso entre las
dosis. Lo cual refiere que en este segundo caso, los posibles efectos de la
escopolamina sobre la motricidad o el estado motivacional de los sujetos
experimentales, también pueden ser disociados de los cambios en la ejecucién

de la tarea.

Los resultados arrojados en este segundo experimento sugieren que el sistema
colinérgico muscarinico juega un papel importante en la ejecucion de la tarea
de discriminaciéon de secuencias y en la capacidad de retencion de informacion
de los sujetos evaluada a través de las demoras. Algunos estudios han referido
resultados similares empleando procedimientos con demoras, por ejemplo
Savage et al. (1996), en un procedimiento de discriminacién condicionada en
monos, evaluaron la retencién de la informacién a través del uso de demoras
de 60 minutos o 24 horas. En este estudio se reportd que la administracion de
escopolamina produjo un deterioro dosis dependiente en la retencién de
informacién 60 minutos después de su administracion, mientras que no afectd
el proceso de almacenamiento en memoria a largo plazo (consolidacion)
evaluado a través de la demora de 24 horas, lo que sugiere un efecto de la
droga sobre el almacenamiento en memoria a corto plazo. En otro estudio
realizado en monos, también se ha sefialado que la administracion de
escopolamina altera de forma dosis dependiente el desempefio durante una
tarea auditiva de igualacion a la muestra con demoras variables. En este caso
se empled una tarea en la cual dos estimulos acusticos fueron separados por
un intervalo de demora variable, en la cual la escopolamina deterioré la

precision en la ejecucion sin afectar la respuesta motora, motivacional o de
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recompensa de los sujetos (Plakke et al., 2008). Mientras que empleando una
tarea de no igualacion a la posicion demorada, se ha sefalado que el
incremento de la actividad colinérgica en neocorteza e hipocampo modifica de
forma positiva el desempefno de ratas de 24 meses de edad (Dunnett et al.,
1988).

Por otro lado, estudios farmacolégicos en humanos han demostrado que el
bloqueo de los receptores muscarinicos con escopolamina altera la codificacion
de nueva informacion en memoria pero no la recuperacion de memorias
previamente almacenadas (Hasselmo y McGaughy, 2004). El hipocampo y la
neocorteza son sustratos colinoceptivos y zonas blanco del prosencéfalo basal
colinérgico, tienen una importante concentracion de receptores muscarinicos
M1 (Klinkenber y Bloklan, 2010) y, ademas, estas estructuras han sido
ampliamente relacionadas con la memoria (van der Zee y Luiten, 1999).
Particularmente, en el marco de la hipotesis colinérgica de la memoria, se ha
sugerido que la acetilcolina juega un papel importante en la forma en la que el
hipocampo alterna entre la codificacion/adquisicion y la recuperacion de la
informacion (Hasselmo, 1999, 2006; Hasselmo y McGaughy, 2004; Meeter et
al,, 2004). A partir de un modelo de redes neuronales que involucra la
participacion de estructuras como la corteza entorrinal, el giro dentado, CA3
CA1 y el septum medial, se ha sefialado que un incremento en los nieles de
acetilcolina facilitan la codificacion/adquisicion de nueva informacion
(Hassselmo, 2004; Meeter et al., 2004). Mientras que este mismo proceso
puede verse deteriorado a partir de un decremento en los niveles de
acetilcolina (Young et al., 1995; Winters et al., 2006, 2008).

En este sentido, los resultados del presente trabajo sugieren que el mecanismo
mediante el cual la informacion es mantenida y empleada para la ejecucion de
una respuesta después de los intervalos de retencion (demoras) parece estar
sostenido en gran medida por la neurotransmision colinérgica. Como hipoétesis
al respecto se sugiere la participacion de sistemas hipocampales, ya que
adicionalmente se ha sefalado que el hipocampo contribuye a la memoria de
reconocimiento a través de la comparacion entre informacion actual y

representaciones de estimulos previamente almacenados en regiones
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parahipocampales y estructuras neocorticales (Otto y Eichenbaum, 1992), lo

cual podria explicar los resultados del presente estudio.

Como sugerencias finales derivadas del presente estudio se sugiere la
evaluacion del efecto de la administracién de escopolamina sobre las curvas de
retencion, pero introduciendo las demoras posteriormente a la presentacion
integra de la secuencia, es decir entre el estimulo muestra y el estimulo de
comparacioén, esto con la finalidad de evaluar el efecto del farmaco sobre los
procesos de mantenimiento o recuperacion de la informacion, sin afectar la
estructura de la secuencia. De igual forma también se sugiere realizar el
experimento con demoras considerando la administracién intracraneal de
antagonistas muscarinicos directamente en estructuras cerebrales de interés,
como el propio hipocampo. Otra alternativa podria considerar la administracion
intracerebral de inmunotoxinas, las cuales acoplan un anticuerpo para una
proteina especifica de un sistema celular y una citotoxina, de esta forma se
puede inactivar un sistema, por ejemplo el colinérgico, y evaluar su
participacién con mayor especificidad. Un ejemplo de lo anterior es el uso de la
lgG-192-saporina, que administrada en las inmediaciones del nucleo septal
produce una marcada reduccion de la actividad colinérgica en el hipocampo, lo
cual se ha propuesto incluso como un modelo de la enfermedad de Alzheimer
(Walsh et al., 1996).
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10.

CONCLUSIONES

. En el presente estudio los sujetos experimentales adquirieron rapidamente

la capacidad de discriminar entre dos estimulos auditivos de distinta
duracion y presentaron una alta sensibilidad a los cambios en las

propiedades temporales del estimulo auditivo.

La administracion del antagonista no selectivo de los receptores
muscarinicos, escopolamina, produjo un decremento dosis dependiente en
la capacidad de los sujetos para discriminar y generalizar su respuesta ante

estimulos auditivos de diferente duraciéon previamente aprendidos.

Los sujetos adquirieron la capacidad para discriminar secuencias
conformadas por pares de estimulos auditivos de diferente duracion,
mientras que la introduccion de intervalos de demora interestimulos

disminuye proporcionalmente el desempefio en la tarea.

El bloqueo de los receptores colinérgicos muscarinicos produjo una
disminucion significativa en la capacidad de los sujetos para conservar
informacion durante intervalos de retencidén en una tarea de discriminacion

de secuencias de estimulos auditivos de diferente duracion.

. Los experimentos realizados en el presente estudio muestran la relevancia

del sistema colinérgico muscarinico en la discriminacion, generalizacion y
memoria a corto plazo de estimulos auditivos simples y complejos con

componentes temporales.
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