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RESUMEN

La proposicién de que la activacién de ciertas estructuras o
sistemas neuroquimicos cerebrales especificos es necesaria para
que se lleve a cabo la consolidacién de la memoria es aceptada
por todos los cientificos involucrados en el estudio de este
fenémeno. Sin embargo, recientemente este concepto ha sido puesto
en tela de juicio a partir de una serie de resultados
experimentales que aparentemente son incongruentes con dicha
proposicién.

Por ejemplo, se ha reportado que la lesidén del nidcleo
caudado, asi como la interferencia con su actividad colinérgica,
producen estados amnésicos significativos. Por otra parte, dichos
tratamientos son ineficaces para producir la amnesia, cuando los
sujetos de experimentacién son sometidos a un nimero
relativamente elevado de sesiones de entrenamiento
(sobrentrenamiento) o a estimulos nociceptivos de intensidad
relativamente alta (sobrerreforzamiento).

El objetivo de esta tesis fue determinar: a) si al igual que
el sobrerreforzamiento, el entrenamientc con bajos niveles de
reforzamiento protege la formacidn de la memoria cuando se
aplican tratamientos amnésicos; y b) si el efecto protector del
sobrerreforzamiento también puede observarse cuando se producen
lesiones irreversibles de la amigdala.

Se realizaron dos estudios; en el primero se inyecté
escopolamina en animales que fueron entrenados en una tarea de
evitacidén pasiva y en el segundo se lesioné la amigdala, por
medio de la inyeccién local de NMDA, después de haber entrenado
los animales en la misma tarea. En ambos estudios se emplearon
niveles bajos, medios y altos de reforzamiento durante el
entrenamiento.

Los resultados de la primera serie experimental permiten
concluir que, efectivamente, los niveles de reforzamiento, tanto
bajos como altos son efectivos para contrarrestar los efectos
amnésicos del bloqueo colinérgico generalizado, cumpliéndose asi
las  hipbtesis planteadas en este trabajo. En contraste,
independientemente del grade de reforzamiento, 1la 1lesién
amigdalina produjo una deficiencia significativa en la retencidn
de la tarea. Este resultado, aunado a otros reportados en la
literatura concernientes a la lesidén de la amigdala con NMDA, es
interpretado en el sentido de que en 1la presente situacién
experimental no se estudidé una escala amplia de intensidades, vy
que por lo tanto este factor no permitié observar el esperado
efecto protector.

Estos resultados dan un apoyo parcial a la idea de que los
diversos niveles de reforzamiento que median un aprendizaje
modifican el funcionamiento cerebral, de tal manera que
diferentes tratamientos amnésicos no son iqualmente efectivos
para alterar los procesos de memoria.



ABSTRACT

The proposition that the activation of certain cerebral
structures or neurochemical systems 1is hecessary for the
development of memory consolidation is accepted by all scientists
working in this field. This concept has been recently challenged
in view of recent experimental findings that seem to be
incongruent with such proposition.

For example, it has been reported that the lesion of the
caudate nucleus, as well as the interference with its cholinergic
activity, produce amnesia. On the other hand, such treatments are
ineffective in producing memory impairments when the experimental
subjects are submitted to a relatively high number of training
sessions (overtraining) or to aversive stimulation of relatively
high intensities (overreinforcement).

The goal of this thesis was to determine: a) if as in the
case of overreinforcement, training with 1low levels of
reinforcement protects memory consolidation against the effect of
amnesic treatments; and b) if the protective effect of
overreinforcement can also be observed after lesions of the
amygdala.,

Two studies were carried out; in the first one scopolamine
was injected to animals that had been trained in passive
avoidance and in the second one the amygdala was lesioned with
local injections of NMDA after training the animals in the
avoidance task. In both cases, low, medium, and high levels of
reinforcement were used during training.

The results of the first experimental series allow to
conclude that high and low levels of reinforcement are effective
in counteracting the amnesic effects of cholinergic blockade. In
contrast, regardless of the degree of reinforcement, the
amygdalar lesion induced a significant deficit in retention of
the task. This result indicates that in the present experimental
situation the range of aversive intensities was not broad enough
to unmask the expected protective effect.

The findings reported in this thesis give partial support to
the idea that diverse levels of reinforcement involved 1in
learning modify cerebral functioning, in such a way that
different amnesic treatments are not equally effective in
altering memory processes.

<
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INTRODUCCION

La presente tesis estd basada en una serie de trabajos
desarrollados durante mis estudios de Doctorado en Ciencias
Biomédicas, &drea de Fisiologia, en la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Autdénoma de México.

La finalidad de &este trabajo es someter a prueba
experimental 1la proposicién de gue los estados amnésicos
inducidos por 1la interferencia <con la actividad cerebral
(producida por la aplicacién de farmacos, lesiones, estimulacidén
eléctrica u otros tratamientos), pueden ser evitados cuando las
experiencias de aprendizaje se establecen mediante la aplicacién
de diferentes grados de reforzamiento. En otras palabras, en los
estudios sobre la memoria de aprendizajes de tipo instrumental,
generalmente los sujetos experimentales aprenden respuestas
condicionadas que son mantenidas por la administracién de niveles
de reforzamiento suficientes para que dicho proceso se lleve a
cabo, y es en esta condicidén cuando los tratamientos amnésicos
ejercen su accidén. S8in embargo, existen muy pocos estudios
sistematizados acerca de las interacciones entre los efectos de
diversos tratamientos experimentales y variaciones en la magnitud
de los reforzadores utilizados durante el aprendizaje.

El estudio de las variaciones en el grado de reforzamiento Y
sus efectos scobre la memoria es una area nueva de investigacién
en las neurociencias, que posiblemente cambiara la

conceptualizacién acerca de la manera en la que el sistema

L~
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nervioso central (SNC) maneja 1la informacién derivada del
aprendizaje y, en consecuencia, de los procesos que subyacen el
establecimiento (o consolidacién) de la memoria.

Esta tesis estd constituida por mis aportaciones a este
campo, expresadas en una serie de articulos publicados, o en
prensa, en los que se vierten tanto proposiciones tedricas como
resultados experimentales referentes a los efectos de bajos y
altos niveles de reforzamiento.

En el primer capitulo, a manera de introduccién al problema,
se presenta un breve desarrollo histdérico acerca del estudio
neurobiolégico de 1la memoria, desde los primeros reportes
experimentales del siglo pasado, hasta las nuevas concepciones
tedricas que guian nuestra investigacién.

En el Capitulo II se presentan el objetivo general del
trabajo y los datos que apoyan la utilizacidén de los dos modelos
experimentales para producir amnesia: el blogqueo colinérgico
generalizado y la lesidn irreversible de la amigdala.

Los datos en los que se basa la proposicién central de esta
tesis, de que 1los cambios en la magnitud del reforzador
interactuan con diversos tratamientos experimentales para modular
el grado de consolidacidén de la memoria, se presentan en el
Capitulo III.

La justificacién para medir la consolidacién de la memoria y
la evocacidén de la informacidén almacenada, con el procedimiento
de prevencién pasiva se plantea en el Capitulo IV.

Los antecedentes relevantes para las hipdtesis de trabajo,

las hipétesis mismas y los Experimentos 1 y 2 se presentan en 10s
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Capitulos V y VI, respectivamente,

Las referencias bibliograficas correspondientes a cada
capitulo aparecen al final de cada unc de ellos.

La discusién general de los hallazgos, y su relacién con el
marco tedérico aparecen en el Capitulo VII. Finalmente, el
apéndice esta conformado por articulos adicionales, publicados o

en prensa, escritos durante mis estudios de doctorado.
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DE LA MEMORIA Y EL CEREBRO

Los organismos han podido sobrevivir en la medida en que han
sido capaces de adaptarse a los cambios de su medio ambiente..
Aguellas especies que no lograron desarrollar estrategias
adecuadas para superar los desafios a los que tuvieron due
enfrentarse, son ahora especies extintas.

A lo largo del proceso evolutivo, se han desarrollado
mecanismos funcionales que permiten el mantenimiento adecuado de
la homeostasia, y se han mejorado las cépacidades para detectar a
las presas gque suministran nutrimentos, asi como a los
depredadores de los que se debe huir. Los organismos estan
dotados de una eficaz capacidad reproductiva que permite la
conservacidén de las especies. Ademds de contar con estos
mecanismos, en muchos individuos del reino animal hubo un
importante avance evolutivo que les ha ayudado a adaptarse mejor
a su medio: la memoria, que permite el almacenamiento de las
experiencias,

La memoria es esencial para la experiencia humana y ésta
implica enlaces temporales: consideramos la experiencia de cada
momento como una continuacidén del pasado reciente o remoto, asi
como una proyeccidén hacia el futuro. De esta manera, la memoria
representa la base para todo nuestro conocimiento, habilidades,
ensuenos, planes y esperanzas.

La primera referencia escrita conocida acerca del cerebro
data del siglo XVII antes de la era comin, y estd contenida en un

papiro egipcioc, en el que se describen los sintomas, diagnosis Y
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prognosis de dos pacientes que presentaban fracturas en el craneo
(5). Podemos suponer gue cuando menos desde esa época, nuestros
ancestros se plantearon interrogantes acerca de la manera en que
guardamos los recuerdos de nuestras experiencias.

$in embargo, no fue sino casi 4000 anos después (a finales
del siglo XIX) cuando, en Europa, se sentaron las bases
cientificas para el estudio de la memoria.

En 1881 Ribot publicd la primera compilacién global vy
sistemdtica de casos de amnesia humana y fue el primer intento
para desarrollar, a partir de hechos, principios generales acerca
de la organizacidén de la memoria normal (37).

Poco después, en 1885 Ebbinghaus describié los primeros
experimentos  sistemdticos acerca de este fendmeno, que
representan el primer intento serio para aplicar el método
cientifico al estudio de los procesos cognitivos (10). Encontrd
que el aprendizaje, el recuerdo y el olvido seguian leyes
precisas.

En 1887, Korsakoff publicdé las primeras descripciones del
sindrome amnésico que llevaria su nombre, y que hoy es el mejor
conocido y mds estudiado ejemplo de un sindrome amnésico (21).

En América, en 1890 (17), William James publicé los
Principios de Psicologia, en donde describia, entre otras cosas,
la distincién entre las memorias primaria y secundaria (hoy
conocidas como memorias de corto y de largo plazo), que mas tarde
se vincularian a la organizacién y funcién de sistemas

cerebrales,

Ya en el presente siglo, las dos figuras que probablemente
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dieron el mayor impulso al estudio de las bases biolégicas de la
memoria, fueron Karl Lashley y Donald Hebb.

En 1930 Lashley fundé el primer laboratorio de
neuropsicologia uniendo, literalmente, a la neurclogia y a la
psicologia. El trabajo pionero de Lashley (22) estuvo encaminado
a determinar en gué lugar del cerebro se encontraba el asiento de
la memoria. Su blusqueda se concentré, fundamentalmente, en la
corteza cerebral. Después de un buen numero de afios de intenso
trabajo experimental, concluyd gue no existia un lugar especifico
encargado del almacenamiento de la informacién derivada de 1la
experiencia de aprendizaje. Basado en sus resultados, propuso que
las deficiencias observadas después de hacer lesiones de la
corteza dependian de la cantidad de tejido lesionado (principio
de accién de masas), independientemente de la zona cortical que
habia sido daflada (principio de equipotencialidad).

Por otra parte, Hebb (16) se interesé por los mecanismos
subyacentes al almacenamiento de informacién. En 1949, basado en
la idea expuesta por Santiago Ramén y Cajal (36), de que el
aprendizaje involucraba la formacién de nuevas conexiones entre
neuronas, expuso su teoria de los ensambles celulares, y propuso
que la memoria de corto plazo estaba mediada por circuitos
neuronales reverberantes.

Su trabajo clasico, "La organizacién de la conducta", es
generalmente considerado como el punto de partida para 1la
suposicién de que la plasticidad sindptica tiene un papel
primordial en el almacenamiento de la informacién derivada de una

experiencia. La hipdtesis de que la sinapsis es el sitio critico
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del cambio plastico también fue expresada por Konorski, en 1948
(20).

Actualmente, explicita o implicitamente, el trabajo de los
cientificos interesados en el estudio de las bases biolégicas de
la memoria esta centrado en la bisqueda del engrama, término
introducido en el campo por el biélogo alemdn Richard Semon en
1904. El engrama puede ser definido como el conjunto de cambios
en el sistema nervioso que representan a la memoria almacenada
(41).

Esta Dblisqueda ha originado dos grandes 1lineas de
investigacidén: 1la primera pretende descubrir 1los mecanismos
fisiolbébgicos de los que depende el almacenamiento de 1la
informacién, mientras que la segunda implica la determinacidn de
las estructuras cerebrales involucradas en dicho almacenamiento.

Debido a las limitaciones de espacio, no podremos mencionar
muchos estudios importantes en este campo y sb6lamente haremos una
breve relacién de algunos casos que ejemplifican los avances dque
han dirigido 1la investigacidén actual en 1las neurociencias
conductuales.

Ccon respecto a los posibles mecanismos involucrados en el
establecimiento de 1la memoria, Kandel ha demostrado que 1los
procesos de habltuacién y sensibilizacién (que son formas de
aprendizaje muy simple) inducen cambios presinapticos que

modifican la liberacién de mediador quimicol (19). También se ha

T S e AL e WG S mii ey R s wee R

1.Un mediador quimico, o neurotransmisor, es una substancia que
liberan los axones de las neuronas, y que ejerce su influencia
en otras neuronas o0 masculos, excitandolos o inhibiéndolos.

10
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propuesto que los cambios sindpticos dependen de eventos
bioquimicos, ya que se ha demostrado que los inhibidores de la
sintesis de proteinas impiden la formacién de la memoria de largo
plazo y que el aprendizaje induce un incremento en la
incorporacién de precursores de ARN o de proteinas marcadas en el
cerebro (7).

otros estudios han demostrado que ratas criadas en ambientes
enriquecidos, en contraste con ratas criadas en condiciones de
aislamiento, muestran un incremento en el peso Yy grosor
corticales, en el tamafio del soma nheuronal, en el nimero y
longitud de las dendritas y en el didmetro de las terminaciones
sindpticas. Este tipo de cambio morfoldégico también se observa en
animales que han sido sometidos a situaciones formales de
aprendizaje (38).

Otro ejemplo notable de cambio plastico derivado de una
experiencia lo constituye la potenciacién de largo plazo. Este
fendmeno es un incremento en la respuesta sinaptica por la
estimulacién eléctrica de una via nerviosa. La potenciacién de
largo plazo en el hipocampo produce dos tipos de cambios
estructurales: se incrementa el nimero de un tipo de sinapsis, y
las espinas sindpticas se tornan mds redondas (13). Estos cambios
se pueden producir con unos cuantos minutos de estimulacién vy
pueden persistir por dias y aln por meses. Por estas razones, la
potenciacién de 1largo plazo es un buen candidato para un
mecanismo de memoria.

En resumen, entre los mecanismos fisiolégicos que subyacen

al establecimiento de la memoria tenemos:

11
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1. cambios en la cantidad de mediador quimico liberado en
las sinapsis que participan en el proceso.

2. incremento en la sintesis de proteinas neuronales, dque se
traducen en:

a) incremento en el peso y grosor de la corteza
cerebral

b) aumento en la longitud y grosor de las
dendritas,

c) incremento en el diametro de las terminaciones
sinapticas,

d) incremento en el nimero de receptores
sindpticos

En cuanto a las regiones cerebrales en las que radica la
memoria, existen dos corrientes que parecen ser excluyentes: la
localizacionista, que postula que el engrama se encuentra en
dreas discretas e invariantes del cerebro, y aguella que sostiene
que la memoria estd distribuida en sistemas de estructuras.

De nuevo, este espacio es muy restringido como para ofrecer
un panorama completo acerca de este problema. En lugar de ello,
presentaremos una resefia acerca de una linea de investigaciodn,
encaminada a encontrar el sitio en el que reside la memoria. Esta
linea representa un ejemplo de cémo las concepciones tebricas
acerca de la localizacidén del engrama son modificadas en funcién
de los datos experimentales. Los resultados que se fueron
acumulando a lo largo de mds de 20 afios de investigacidén nos han

llevado de la mano, desde una posicién teérica localizacionista,

12
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pasando a través de 1la de sistemas, hasta 1llegar a una
postulacién mds avanzada, similar a la expuesta, entre otros, por
E. Roy John (18). Su concepto fundamental, en su expresién mas
amplia, es que la memoria debe estar difusamente distribuida en
muchas Areas del cerebro; es decir, cualquier neurona puede
participar en el almacenamiento de memorias especificas en una
manera probabilistica.

Existe una gran cantidad de datos gque indican que la
acetilcolina (ACh), un mediador quimico, estd Intimamente
relacionada con procesos de adquisicién y consolidacién de
eventos aprendidos. La aplicacién sistémica de drogas que
blogquean los receptores colinérgicos cerebrales produce un
espectacular cuadro amnésico, mientras que drogas que incrementan
el tono colinérgico revierten dicho cuadro e inducen una
mejoria en la capacidad de retencidén (para revisiones recientes
se recomiendan las referencias 1, 2, 12, 31 y 43).

Estos datos indican que algunas estructuras cerebrales cuyas
neurconas producen ACh, o reciben aferencias colinérgicas, deben
estar involucradas en procesos de memoria. Tal es el caso. Tanto
la corteza cerebral, el hipocampo y la amigdala reciben axones

que liberan ese neurotransmisor; también el nucleo caudado® o

2. En los mamiferos superiores, el nacleo caudado es una
estructura independiente del resto de los nicleos que conforman
los ganglios basales. En los roedores este nicleo se encuentra
fusionado con el putamen; estas estructuras fusionadas reciben el
nombre de neoestriado, o simplemente estriado. Ya que en el
presente trabajo se describiran experimentos realizados
primordialmente en felinos y roedores, usaremos como sindénimos
los términos nicleo caudado, caudado, neoestriado y estriado.
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neoestriado (NE) es un nicleo que tiene pequehfas nheuronas que
sintetizan ACh, la cual es liberada dentro del propio nicleo. En
todos los casos, el blogqueo de receptores colinérgicos en estas
estructuras producen amnesia (31).

Analizaremos el caso del neoestriado. Esta estructura forma
parte de los ganglios basales, y como tal, tiene funciones de
requlacién de la actividad motora. Sin embargo, también es una
estructura polisensorial, es decir, es activado por 1la
estimulacién periférica (tdactil, visual, nociceptiva) y participa
en la modulacién de dichas entradas sensoriales. En otras
palabras, es un nicleo que puede integrar la informacidén que se
deriva de una situacién de aprendizaje.

Estas caracteristicas funcionales del neocestriado dieron la
justificacién para tratar de determinar si estaba involucrado en
procesos mnémicos, Ahora sabemos que la lesidn de este niacleo
produce marcadas deficiencias en la adquisicién y la retencién de
muchos tipos de aprendizaje (9). Como se indicdé anteriormente, el
estriado contiene una poblacién de interneuronas gque sintetizan y
liberan acetilcolina.

La participacién de la ACh estriatal en procesos de memoria
estd Dbastante documentada. El blogueo de 1los receptores
muscarinicos, que son un tipo de receptores colinérgicos, del
necestriado produce deficlencias en 1la adquisicién (24) y
ejecucion (34) de una tarea de prevencidn activa. La
participacién del neocestriado en la prevencién pasiva (en la cual
los animales aprenden a evitar que se les aplique un leve choque

eléctrico en las puatas) también ha sido extensamente estudiada.
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Se ha encontrado, consistentemente, que la aplicacién de

3 en 1la regién anterodorsal de este

atropina o escopolamina
nicleo, poco después del entrenamiento, produce un estado
amnésico significativo (1%, 30). El1 efecto amnésico de las
inyecciones intraestriatales de atropina es tanto dependiente de
la dosis como del tiempo: conforme la dosis del blogqueador se
incrementa también se incrementa la deficiencia en la retencién
(14); cuando las inyecciones se administran mas cercanas en
tiempo al momento del entrenamiento, el estado amnésico es mayor
(33).

Consistentes con estos resultados encontramos los datos
reportados por Sandberg et al. (39). Estudiaron los efectos que
sobre la prevencién pasiva tiene la aplicacidén, en el
neoestriado, de AF64A (droga neurotdéxica que  destruye
selectivamente las neuronas colinérgicas). Encontraron una
profunda interferencia en la adquisicidén y retencidén de la tarea.
Por el contrario, la facilitacidén de la actividad de la ACh del
neoestriado, inducida por la inyeccién intraestriatal de cclina
(substancia precursora de la Ach), produce una mejoria
significativa en la retencidén y ejecucién de este aprendizaje
(11, 40). Como una confirmacidén de los resultados anteriores,
Barker et al. (3) demostraron dgue la sintesis de 1la ACh del

kS A i w— e e W TR — et e i —

3.Cuando la acetilcolina es liberada por un axén, ésta ejerce su
accidén ocupando receptores que se encuentran los elementos con
los que hace contacto (otra neurona o un misculo). Dicha accién
puede ser blogueada por drogas que también ocupan los receptores
mencionados. La atropina y la escopolamina pertenecen a esta
familia de drogas.
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necestriado estda incrementada después del entrenamiento de
prevencidn pasiva.

Con respecto a otros tipos de aprendizaje, la inyecciédn
intraestriatal de drogas anticolinérgicas produce deficiencias en
la adquisicidén y ejecucidén de una tarea que consiste en presionar
una palanca, para asi recibir alimento (4, 35). Como en el caso
de la prevencidn pasiva, la inyeccidén de colina o de acetilcolina
en el caudado también mejora significativamente el desempefio en
esta tarea (28),

Como hemos visto, existen suficientes evidencias
experimentales que apoyan la hipdtesis de que tanto el
necestriado como la ACh son necesarios para el establecimiento de
la memoria. Sin embargo, una serie de estudios indicé que esta
postulacién no es generalizable a todas las situaciones en las
que el aprendizaje se lleva a cabo.

En 1977 Prado-Alcald y Cobos~-Zapain reportaron que
inyecciones de atropina en el nilcleo caudado no alteraron 1la
ejecucién de gatos que habian sido entrenados a presionar una
palanca (27). Un estudio previo habia. demostrado que este
tratamiento producia un estado amnésico en la misma especie
animal, que habian sido entrenados en la misma tarea (35). La
Gnica diferencia entre esos dos experimentos era que los animales
del primer estudio habian sido sobrentrenados (es decir, habian
sido entrenados durante 30 sesiones, en lugar de las 10 & 15
sesiones habituales).

Experimentos subsecuentes han confirmado el efecto protector

del sobrentrenamiento. Ratas entrenadas a presionar una palanca,
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durante 5, 15 & 25 sesiones, fueron inyectadas en el neocestriado
con escopolamina. Se encoﬁtré una deficiencia significativa en 1la
retencién en los grupos entrenados durante 5 y 15 sesiones, pero
no se encontrd ninguna deficiencia en el grupo entrenado durante
25 sesiones (32).

En un intento para determinar la generalidad del efecto
protector de una experiencia de aprendizaje incrementada, 1los
efectos de la atropina y la escopolamina inyectadas en el
neoestriado se determinaron en ratas que habian sido entrenadas
en la tarea de prevencién pasiva. Primero, el conocido efecto
amnésico de la escopolamina fue confirmado. Con el fin de
incrementar la experiencia de aprendizaje, algunos grupos de
ratas fueron entrenadas utilizando choques eléctricos de
intensidades dos o cuatro veces mayores que las necesarias para
establecer el aprendizaje y obtener el efecto amnésico de 1la
escopolamina. En estas condiciones, la escopolamina fue
totalmente inefectiva para producir cambios en la retencién de la
tarea (8, 14).

Estos hallazgos resultaron ser un fenémeno importante, nunca
antes descrito, que tiene importantes implicaciones tedricas
acerca del funcionamiento del sistema nervioso. Es decir, estamos
ante una situacidén en la cual un sistema neuroquimico que es
esencial para el establecimiento de la memoria, deja de ser
necesario para que se desarrolle ese proceso cuando la
experiencia de aprendizaje se incrementa (por haberse
incrementado el valor del reforzador empleado).

En otras palabras, este conjunto de datos indica que: a) la
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ACh estriatal es necesaria para la adquisicién, consolidacién y
ejecucién de conductas aprendidas; y b) en condiciones de
sobrentrenamiento (incremento en el nimero de sesiones de
entrenamiento) o de sobrerreforzamiento (incremento en 1la
estimulacién nociceptiva), esas funciones mnémicas pueden
desarrollarse sin la participacidn de la ACh del neoestriado.
Estos datos también indican que durante una experiencia
incrementada otros sistemas neuroquimicos, localizados fuera del
estriado, suplen las funciones que habian estado mediadas por 1la
aceticolina estriatal.

Para someter a la prueba experimental esta Gltima
posibilidad, decidimos producir una interferencia generalizada
del fuvncionamiento del caudado, inyectando xilocaina o altas
concentraciones de cloruro de potasio en esta estructura?. como
era de esperarse, estos tratamientos produjeron un marcado estado
amnésico en animales sometidos a un entrenamiento "normal", pero
fueron totalmente inefectivos para alterar la memoria cuando los
animales fueron sobrentrenados o sobrerreforzados (26, 29, 32).

El efecto protector del incremento en la experiencia de
aprendizaje también se ha encontrado al explorar otras A&reas
cerebrales. Por ejemplo, se han publicado reportes en los que se
describe que la interferencia con la actividad sindptica de 1la

G - G D A Sy fe G S G e GAs e e G G e

4.E1 cloruro de potasio, en altas concentraciones induce una
desorganizacidn en la actividad neuronal, lo cual impide que se
realicen funciones integrativas, necesarias para la consolidacién
de la memoria. La xilocaina es un anestésico local que, al
aplicarse en niucleos cerebrales, tiene un efecto equivalente al
del cloruro de potasio. .
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amigdala (25, 42), el talamo (23) y la sustancia nigra (6),
produce deficiencias en la memoria, y que dicha interferencia es
inocua cuando los sujetos de experimentacién son sobrentrenados o
sobrerreforzados.

¢COmo podemos integrar toda esta informacién en el contexto
de la localizacidén del engrama? Desde nuestro punto de vista,
estos datos son suficientes para permitir la propuesta de un
modelo  tedrico que puede explicar 1los fenbdbmenos que
probablemente ocurren en el sistema nervioso central durante el
aprendizaje. de tareas mediadas por entrenamiento normal e
incrementado (sobrentrenamiento y sobrerreforzamiento).

Proponemos que la actividad colinérgica estriatal es
indispensable para la adquisicién de respuestas condicionadas en
las que el nuimero de ensayos o sesiones de entrenamiento sea
suficiente para que se logre una ejecucidén asintdtica, asi como
para aquellas tareas en las que se aplican estimulos nociceptivos
de intensidad suficiente para que 1los animales aprendan a
evitarlos, En estas situaciones, como ya vimos, la actividad de
otras estructuras cerebrales también es esencial para el
establecimiento de la memoria (entre ellas, el hipocampo, la
amigdala y la sustancia nigra). En otras palabras, estas
estructuras estarian conectadas en serie, de tal manera que la
lesién o cualquier otro tipo de manipulacién que interfiera con
el funcionamiento normal de cualquiera de ellas, tendra como
consecuencia la incapacidad para el establecimiento permanente de
la memoria,

En la medida en que 1las experiencia de un aprendizaje
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particular se repite (sobrentrenamiento), o cuando la intensidad
de los estimulos adversivos que se aplican durante aprendizajes
del tipo de la prevencibn pasiva se incrementa
(sobrerreforzamiento}, entonces las mismas estructuras (y
probablemente algunas otras estructuras) también participan en la
consolidacién de la memoria. Sin embargo, en estas circunstancias
ninguna de ellas es esencial para que se presente el fenémeno
mnémico, ya gque la activacién de sé6lo algunas de ellas seri
suficiente. En otras palabras, cuando un sujeto es sometido a una
experiencia incrementada de aprendizaje las estructuras
involucradas sufren un rearreglo funcional, comportidndose como si
estuviesen conectadas en paralelo. Asi a pesar de que alguna o
algunas de esas regiones cerebrales no tenga una actividad
normal, la informacién derivada de la experiencia de aprendizaje
podra llegar a las otras estructuras, las cuales se encargaran de
que los procesos mnémicos correspondientes se lleven a cabo. Este
nuevo modelo gue proponemos estd representado esquemdticamente en

la Figura 1.
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Figura 1

Representacidén esquemiatica del modelo propuesto, que explica
la manera en que la memoria se establece en condiciones de bajo

entrenamiento, y durante procesos de sobrentrenamiento vy
sobre~reforzamiento. En el caso A, durante la adquisicién de un
aprendizaje, las estructuras (El1, E2, E3... En) involucradas en

el procesamiento y/o almacenamiento de la informacién (INFO)
estdn conectadas funcionalmente en serie, de tal manera que es
necesaria la participacién de todas y cada una de ellas para que
este proceso se lleve a cabo y asi sea posible la ejecucidn de la
respuesta aprendida (R) una vez que se han activado los sistemas
motores correspondientes (SM). Cuando se interfiere con la
actividad de cualquiera de ellas (m), cesa el flujo de
informacién necesaria para la consolidacién de la memoria y no es
posible observar 1la respuesta aprendida (NO R). Conforme se
incrementa la experiencia de aprendizaje, la informacién derivada
de la situacién sigue dos rutas: la original (a través de las
estructuras conectadas en serie) Y, en virtud de una
reorganizacién funcional, parte de la informacién también sigue
por una via adicional, en paralelo con la anterior. Para que se
consolide la memoria es necesario que ambas vias sean activadas,
como se muestra en B, Cuando alguna de las estructuras del
sistema deja de funcionar normalmente, entonces sélamente se
integrara la informacién que fluye a través de la nueva conexién
funcional (en paralelo), de tal manera que se perderd parte de la
informacién y sélamente habra una consolidacidén parcial, que se
traducird en una deficiencia en la ejecucidén de la respuesta
(X/R). Por dltimo, cuando el aprendizaje se ha establecido
perfectamente, a través del sobrentrenamiento 0
sobre-reforzamiento, ocurre lo que se representa en C. Ahora la
informacién ingresa al sistema sélamente a través de las nuevas
conexiones que dieron lugar a la activacidén en paralelo. Si en
estas condiciones se interfiere con la actividad de alguna de las
estructuras del sistema, el resto de las estructuras tendra
acceso a la informacién, estableciéndose la consolidacidén de 1la
memoria y, por ende, se podrd manifestar la respuesta. En esta
situacidén, a pesar de que todas las estructuras participan en el
proceso, ninguna de ellas es indispensable para que éste se
realice,
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CAPITULO I

OBJETIVO GENERAL DEL TRABAJO

En la introduccién de este trabajo se establecié que el
funcionamiento del sistema colinérgico del SNC no es necesario
para que se establezca la consolidacién de la memoria cuando los
sujetos experimentales son sometidos a una situacién de
aprendizaje incrementado, es decir, a un sobrerreforzamiento o a
un sobrentrenamiento, Estos resultados también han sido
interpretados en el sentido de que las experiencias de
aprendizaje incrementado protegen a los animales contra las
intervenciones o tratamientos gue habitualmente producen amnesia.
Los Gnicos estudios sistematicos a este respecto se refieren a
tareas sobrerreforzadas o sobrentrenadas cuya consolidacién fue
probada bajo los efectos: a) del blogueo generalizado de la
actividad colinérgica; b) del bloqueo colinérgico del
neoestriado; c) del bloqueo dgeneralizado del estriado (en todos
estos casos se utilizé una tarea de prevencién pasiva de un
ensayo, Y s6lo en las condiciones de los incisos b y ¢ también se
analizd la conducta operante de presionar una palanca); y d) de
la lesién permanente de la amigdala (en este caso se estudié una
tarea de prevencién pasiva de miltiples ensayos).

En una revisién exhaustiva de la literatura pertinente, no
logramos encontrar trabajos en los que se haya estudiado la

interaccién entre entrenamientos con bajos niveles de
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reforzamiento y tratamientos amnésicos. El dGnico experimento
relacionado con este problema es el descrito por Valle (1980), en
el que describe el efecto de la microinyeccién de escopolamina en
el neoestriado de ratas con una ejecucién muy baja, en una tarea
de presionar una palanca. Encontrd que el tratamiento no produjo
cambio alguno en la ejecucidén, es decir, no procdujo la amnesia
esperada (gue comunmente se encuentra en animales con un nivel
normal de respuestas, como se explicdé en el Capitulo I). Por lo
anterior, resulta importante establecer la posible generalizacién
de este importante hallazgo.

Los objetivos generales de esta tesis son: a) determinar si,
al igual que el sobrerreforzamiento, el entrenamiento con bajos
niveles de reforzamiento tiene un efecto protector de la memoria;
b) corroborar el efecto protector del sobrerreforzamiento.

Para lograr ambos objetivos, se recurrié al estudio de los
posibles efectos protectores de experiencias de aprendizaje bajo
y de aprendizaje incrementado, en dos modelos tipicos que se
utilizan para estudiar procesos de amnesia: el bloqueo
generalizado de la actividad colinérgica y la lesidén irreversible
de la amigdala. En ambos casos, los animales de experimentacién
fueron sometidos a un entrenamiento de prevencién pasiva en un
ensayo, utilizando niveles bajos, normales y altos de un
reforzador negativo,

En las siguientes secciones se harid una revisién acerca de

los modelos menciocnados.
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ANTECEDENTES GENERALES DEL TRABAJO

2.1. LAS NEURONAS COLINERGICAS Y LA MEMORIA
(ver apéndice 1).

Esta seccién no pretende presentar una revisién exhaustiva
acerca de la literatura relacionada con 1la participacién de
neuronas colinérgicas en la memoria. Se presentardn ejemplos
seleccionados que permiten postular que la acetilcolina (AcCh)
participa en los procesos superiores del sistema nervioso, aungque
también se presentaran evidencias conflictivas; se recomienda
leer las revisiones de Bammer (1982), Bartus et al. (1985),
Fibiger (1991), Overstreet (1984), Prado-Alcala (1985) y de
Warburton y Wesnes (1984). Se argumentard que la ACh del sistema
nervioso central no es necesaria para la consolidacién de 1la
memoria que involucra una experiencia incrementada, adquirida a
través del sobrentrenamiento o el sobrerreforzamiento.

2.2. ALTERACION DE LA ACTIVIDAD COLINERGICA POR

TRATAMIENTOS SISTEMICOS.

El trabajo pionero de Anthony Deutsch sugirid
convincentemente que el establecimiento de la nmemoria es
dependiente de un nivel optimo de ACh en las sinapsis
involucradas en este proceso: si el nivel de transmisor es bajo,
como lo es en el caso de una conducta aprendida recientemente o
durante el olvido, los inhibidores de la colinesterasa mejoran la
memoria; si, por otro lado, el nivel de transmisor es alto (como

podriamos esperar en el caso de respuestas bien aprendidas) un
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exceso de ACh produce un deterioro en la memoria (Deutsch, 1971).

Existe una gran cantidad de reportes que demuestran que la
administracién de drogas anticolinérgicas producen amnesia. Una
de las pruebas conductuales mas cominmente usadas en este campo
es la prevencién pasiva en un ensayo; en la mayoria de los casos
se produce un profundo estado amnésico por inyecciones de
escopolamina pre y post entrenamiento (e.g., Durdn-Arévalo et
al., 1990; Rush, 1988; Spignnoli et al., 1987), aungue también se
han publicado algunos resultados negativos (Lewis and Bregman,
1972; Myers, 1965).

En afios recientes, los efectos de algunas manipulaciones
colinérgicas sobre la memoria han sido probadas sobre la
adquisicidén y ejecucién de tareas entrenadas en laberintos
convencionales, en el laberinto radial y en el laberinto acuatico
de Morris. Estos procesos superiores también han sido alterados
importantemente por blogqueadores colinérgicos (Lamberty and
Gower, 1991; Spangler et al., 1986). En este contexto hay, sin
embargo, algunos resultados negativos (Hagan et al., 1986).

Dado que el blogqueo de receptores colinérgicos induce un
estado amnésico, uno esperaria encontrar el efecto opuesto por la
administracién de drogas que facilitan la transmision
colinérgica. En efecto, este es el caso. Inyecciones de
compuestos que estimulan la liberacién de AcCh, vya sea
directamente o a través del bloqueo de autoreceptores
muscarinicos (los cuales inhiben la liberacién de ACh), mejoran
significativamente la respuesta de prevencién pasiva en ratas

normales, asi como la memoria de corto plazo en ratas viejas con
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pobre ejecucién. Efectos equivalentes sobre la prevencidn pasiva
se han observado después de la administracién de 1la
anticolinesterasa fisostigmina (Davis et al.,, 1983; Gower, 1987).

Un hallazgo interesante fue el publicado recientemente por
Packard et al. (1990). Ellos encontraron que la inyecciodn
aplicada después del entrenamiento de AF-DX116, un antagonista de
los receptores muscarinicos M2, mejora la memoria de la tarea de
el laberinto radial de ocho brazos en una forma dependiente del
tiempo. Sus resultados junto con los de Gower (1987), demuestran
gque el mejoramiento de la memoria puede conseguirse no solo con
la activacién de los receptores de ACh, sino también por el
bloqueo de los receptores muscarinicos. Esta es una aproximacién
novedosa al estudio de los desdérdenes de la memoria, que debe ser
investigada mas a fondo.

Otra linea de experimentacidén que ha atraido la atencién de
trabajadores en esta d&rea de investigacién es el estudic de
tratamientos que pueden aminorar 1los estados amnésicos. Se ha
encontrado gque las drogas que facilitan la actividad sinaptica de
la ACh revierten 1las disfunciones mnemdénicas inducidas
experimentalmente. De nuevo parece que la prueba conductual de
eleccién es el aprendizaje de prevencidén pasiva.

Por ejemplo, se ha reportado que 1la administracién de
escopolamina antes del entrenamiento produce amnesia de 1la
prevencién pasiva. Los agonistas colinérgicos oxotremorina,
arecolina y BM-5 antagonizan este efecto amnésico. Del mismo
modo, inyecciones de AF64A (el ion aziridium de la mostaza de

etilcolina, un inhibidor irreversible de la captura de colina de
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alta afinidad en las terminales nerviosas colinérgicas; Fisher,
1986) en de los ventriculos cerebrales tiene como resultado
deterioros en la retencién de la tarea de prevencidédn pasiva. La
arecolina y la fisostigmina (Yamasaki et al., 1991), asi como la
AF102B (un agonista del tipo M1 de alta selectividad) revirtieron
el deterioro producido por AF64A (Fisher et al., 1991). El
deterioro inducido por la escopolamina fue también revertido por
THA, un compuesto que inhibe la acetilcolinesterasa y bloguea la
unién especifica a los receptores tipo M; y M, (Nielsen et al.,
1989).

Otras de las pruebas conductuales que han sido estudiadas en
relacién a la protecciébn en contra de la amnesia son el
laberinto acuatico y el laberinto en T. Nuevamente, la AF102B y
su transisomero AF102A revirtieron el deterioro producido por
AF64A en las memorias de referencia y de trabajo, en el
laberinto acudticoe de Morris (Fisher et al., 1991). De manera
similar la inyeccién intraventricular de hemicolinium-3 deteriora
el aprendizaje espacial en el laberinto acudtico. La THA,
fisostigmina, arecolina y oxotremorina antagonizan tal deterioro
del aprendizaje (Hagan et al., 1989). Como se esperaba, la
administracién de AF64A deterioré significativamente las
funciones de memoria relacionadas con la ejecucién del 1laberinto
en T de una tarea de alternacién retardada. La AF102B fue
efectiva en el mejoramiento de los deterioros en la adquisicién y
ejecucidén (Nakahara et al, 1989).

Tomadcs en conjunto, estos y otros datos nos permiten

aceptar el concepto de que las neuronas que liberan ACh juegan un
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papel muy importante en los procesos de memoria. La comprensién
de los mecanismos a través de los cuales este neurotransmisor
participa en 1la cognicién esta lejos de completarse. En un
intento por definir los sitios de accién de aquellos compuestos
que interfieren o mejoran las funciones de memoria, varios grupos
de cientificos han explorado los efectos de lesiones y
manipulaciones farmacolégicas de estructuras cerebrales sobre el
aprendizaje y la memoria.

2.3. ALTERACION DE LA ACTIVIDAD COLINERGICA POR

TRATAMIENTOS INTRACEREBRALES.

Mesulam (1990) ha identificado y clasificado ocho grupos
neuronales que contienen ACh, los cuales proyectan a diferentes
estructuras del sistema nervioso central.

El primer grupo colinérgico neuronal es llamado Chl, y se
encuentra en el nGcleo septal medial. E1 segundo CH2 esta
representado por neuronas colinérgicas de la rama vertical del
nicleo de la banda diagonal de Broca. Tanto Chl y Ch2 proyectan
al hipocampo.

El grupo Ch3 se encuentra en la rama horizontal del nicleo
de la banda diagonal de Broca, y sus axones 1llegan al bulbo
olfatorio.

Las aferencias colinérgicas de la corteza cerebral y de la
amigdala se originan en el grupo Ch4; en la rata, se identifica
como nhcleo basalis magnocelularis (NBM), y en el humano como
nacleo basal de Meynert.

Los nGcleos pedinculo pontino y tegmental lateral dorsal
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constituyen los grupos colinérgicos Ch5 y Ch6, respectivamente;
estos gqrupos proyectan al t&lamo y a regiones limbicas Yy
corticales.

Finalmente, Ch7 y Ch8 se localizan, respectivamente, en el
nicleo habenular medial el cual proyecta al nicleo
interpeduncular, y en el nilicleo parabigeminal que envia fibras
eferentes al coliculo superior.

Esta clasificacién no toma en cuenta todas las neuronas
colinérgicas. Existen estructuras con interneuronas colinérgicas,
cuyos axones no van mas alla de los limites de estas estructuras.
Tal es el caso del neoestriado.

Como se pudo ver, existen tres tipos de estructuras que
contienen ACh: aquellas en las que residen los cuerpos celulares
de neuronas colinérgicas, aquellas que son blancos de las fibras
colinérgicas, y las que sintetizan y utilizan su ACh enddgena.

Tres de los ocho grupos colinérgicos estdn involucrados de
manera importante en funciones de memoria, que son los grupos
Chl, ch2 y Ch4. Recientemente, se ha explorado la posible
participacién de los otros grupos, como es el caso del grupo Ch5
(ndicleo pedunculo pontino), cuyas lesiones producen deterioro en
el laberinto acudtico y radial (Dellu et al., 1991)

A continuacion se presenta una pequefia revisién del papel de
Chl, Ch2 y Ch4 y sus respectivas estructuras colinoceptivas en el
aprendizaje y la memoria. También se hara una revisién de la Ach

estriatal en las funciones mnémicas.
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2.3.1 Chl, Ch2 E HIPQCAMPO

Los grupos Chl Y Ch2 representan las principales entradas
colinérgicas al hipocampo. Lesiones del Area septal inducen una
reduccién de 1la ACh hipocampal y de la acetilcolintransferasa
(ChAt). Estas lesiones producen deficiencias en aprendizaje vy
memoria, por ejemplo, bajo nivel de adquisicién de una tarea de
discriminacién visual (Meyer et al., 1982) y ejecucién pobre de
tareas que involucran memoria de trabajo y memoria espacial de
referencia (Riekkinen et al., 1991).

Las lesiones de la via septo-~hipocampal también producen
deterioro en el laberinto radial asi como en el contenido de ACh
en el hipocampo (Cassel et al., 1990; Howard et al, 1989),
interfiere con la ejecucién de pruebas de referencia espacial,
navegacidén espacial y memoria de trabajo, las cuales se han
correlacionado con la captura de alta afinidad (Tarricone et al.,
1991). Las deficiencias de la memoria en monos, puestas de
manifiesto por una mala ejecucidén en el "Wisconsin General Test
Apparatus" también se han reportadc después de las lesiones de
estd via (Ridley et al., 1991).

Otra aproximacién al estudio de la participacién de la Ach
en procesos de memoria ha sido la utilizacién de la neurotoxina
AF64A. La inyeccién intraventricular de AFG4A produce
deficiencias en la ACh hipocémpica, en los niveles de AcCh y de
acetilcolinesterasa y en un aprendizaje de prevencién pasiva
(Yamasaki et al., 1991) asi como en la ejecucién del laberinto

radial (Ikegami et al., 1991). Cuando se inyecté esta toxina
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directamente en el hipocampo, produjo un deterioro en la memoria
de largo plazo, pero no en la memoria de corto plazo en una tarea
de laberinto radial de ocho brazos (Blaker y Goodwin, 1987).

Las lesiones de los nucleos colinérgicos reducen la ACh en
sus blancos colinocceptivos. Por lo que es razonable postular que
la interrupcién de las conexiocnes entre estas estructuras traeria
como resultado disfunciones mnémicas sin alterar las funciocnes de
los nicleos de origen. Por ejemplo, se ha descrito que ratas
viejas que muestran deterioro en la prevencién pasiva también
muestran deterioro en el funcionamiento normal de los receptores
muscarinicos (Lippa et al., 1980), asi como decrementos en la
captura de alta afinidad de colina, dependiente del sodio, en el
hipocampo (Sherman et al., 1981). Existen reportes de
deficiencias que estadn relacionadas con bajos niveles de ChAT
hipocampal en otro tipo de tareas aprendidas, tales como el
laberinto y el laberinto acudticce (Luine y Hearns, 1990; Tandon
et al., 1991).

Manipulaciones experimentales de la neurotransmisién
colinérgica en el hipocampo también han generado resultados que
indican que la ACh esta involucrada en los procesos de
aprendizaje y memoria. Las inyecciones de antagonistas
colinérgicos producen deterioros en la memoria representacional
(Messer, 1990) y en prevencién activa de una via (Brito y Brito,
1990) .

Es 1interesante mencicnar que cuando las células del Area
septal son transplantadas en el hipocampo, se revierten los

deterioros mnémicos de ratas viejas que aprendieron en un
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laberinto de ocho brazos (Schenk et al., 1990). De 1la misma
manera , los transplantes hipocampales de células de la regidn de
la banda diagonal septal producen un mejoria significativa en el
laberinto acudtico de Morris (Gage y Bjorklund, 1986). Se ha
postulado que estos transplantes son capaces de mejorar los
deterioros conductuales quizds por 1la restauracién de 1las
sinapsis colinérgicas entre el tejido transplantado y el tejido

huésped (Clarke y Bjorklund, 1989).
2.3.2. Ch2 Y CORTEZA

El importante hallazgo de que existe una degeneracidén del
nGcleo basal de Meynert en la enfermedad de Alzheimer dio lugar
a numerosos estudios relacionados con esta proyeccién
colinérgica. En roedores, las lesiones del nicleo equivalente, el
NBM, producen deficiencias mnémicas, como en el caso de 1la
prevencién pasiva (Lo Contee et al., 1982).

El grupo celular Ch4 se encuentra en la zona ventromedial de
el globo padlido. Debido a la localizacién de sus células, que se
encuentran mezcladas con células del palido, es bastante dificil
producir lesiones electroliticas especificas de la misma manera
que es dificil lesionar las proyecciones corticales Ch4 debido a
su disposicién difusa. Una aproximacién que se ha venido haciendo
es la inyeccidn local de neurotoxinas que dafnan los cuerpos
celulares dejando intactas a las fibras de paso, aunque no se
puede descontar un dafic a las células del palido o de 1la 2zona
incerta.

La inyeccién de adcido kainico en el pdlido ventral produce
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deterioros en prevencidén pasiva asi como un decremento en los
niveles de ChAT en la corteza cerebral (Friedman et al., 1983).
La aplicacién de una neurotoxina menos agresiva en el NBM, el
dcido iboténico, también produce deterioros en la prueba del
laberinto acudtico (Mandel et al., 1989: Riekkinen et al., 1990)
los cuales se han atribuido a las deficiencias colinérgicas, ya
que la administracién periférica de fisostigmina protege
temporalmente contra los efectos amnésicos de 1las lesiones
quimicas (Mandel et al., 1989). Los deterioros en prevencién
pasiva fueron descritos cuando esta droga fue administrada en el
NBM o la regidén dorso lateral del globo palido, una reqgién que no
constituye parte de las proyecciones colinérgicas eferentes a la
corteza (Flicker et al., 1983),

+

Sin embargo, a pesar de los efectos deletéreos producidos
por Aacido iboténico sobre la memoria y 1la ACh cortical, su
utilidad ha sido recientemente cuestionada a la luz de hallazgos
derivados del usc del Aacido quiscudlico. Cuando se inyecta en el
NBM, esta neurotoxina produce una reduccién severa en los niveles
corticales de ACh y ligeros deterioros en la memoria comparados
con los efectos del A&acido iboténico. Por ejemplo, se ha
encontrado gque lesiones del NBM con acido quiscudlico inducen un
63 por cilento de reduccién de la ChAT y un deterioro en 1la
memoria de trabajo sin afectar la memoria de referencia (Biggan
et al., 1991). Este efecto puede deberse a un dafioc menor e
inespecifico de las neuronas del pdlido producido por el &cido

quiscudlico siendo las deficiencias mnémonicas debidas a una

actividad colinérgica cortical disminuida. Una discusién més a
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fondo sobre este problema va mds alld de los alcances de esta
revisién (para revisiones recientes léase a Dekker et al., 1991;
Dunnett et al., 1991; Kesner et al., 1990).

Se ha demostrado qgue en ratas viejas se reduce el nivel de
la ChAT en la base del cerebro anterior, en la corteza frontal y
en el estriado, pero principalmente en animales con deficiencias
de aprendizaje. Congruentemente, existe una correlacién positiva
entre los niveles de ChAT en el NBM y 1la ejecucién de la
prevencién pasiva, independientemente de la edad de los sujetos
(Riekkinen et al., 1990). Sin embargo en humanos con enfermedad
de Parkinson y con una dedgeneracién del 68 por ciento de neuronas
del nidcleo basal de Meynert, 1la cual es acompahada por una
reduccién de AChE cortical, y en algunos casos en la amigdala, no
hay amnesia del tipo encontrado en la enfermedad de Alzheimer
(Mufson et al,, 1991).

Una aproximacién diferente usada para la comprensidén del
papel de la ACh cortical en la memoria, es la manipulacién
directa de la transmisidn colinérgica, de esta manera se evita el
problema de la especificidad encontrado con el uso de
neurotoxinas mencionado anteriormente. El bloqueo de receptores
muscarinicos de la corteza frontal y parietal, pero no de la
corteza occipital, produjo deterioros en la prevencidén pasiva
(Fukuchi et al., 1987). El mismo deterioro se produjo por 1la
inyeccidén intracortical (fronto parietal) de AF64A, asi como una
reduccidén de los marcadores colinérgicos corticales (Mouton et
al., 1988). Es interesante notar que a los seis meses después de

las lesiones fronto parietales con AF64A hubo recuperacién de la
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hipofuncién colinérgica, periodo durante el cual se habian
observado deficiencias en la memoria (Crawley and Wenk, 1989).

Se debe enfatizar que el grupo Chd4 también envia fibras
eferentes a la amigdala, y que esta estructura estd involucrada
de manera importante en procesos de aprendizaje y memoria. Dubois
y sus colegas (1985) han demostrado que las lesiones de el NBM
producen un deterioro en la memoria espacial, asi como una
reduccidédn de los niveles de ChAT en amigdala y en las cortezas
sensoriomotora y prefrontal. Kesner et al. (1990) han sugerido
que los efectos amnésicos inducidos por las lesiones en el NBM
podrian ser debidas fundamentalmente a lesiones de las
proyecciones limbicas (principalmente a la amigdala) ya que las
deficiencias mnémicas son mds parecidas a las producidas por las
lesiones de la amigdala que a las producidas por lesiones

corticales (frontal y parietal).
2.3.3. ESTRIADO

La ACh en el estriado es enddgena, Y se produce por
interneuronas que representan alrededor del 1 por ciento de su
poblacién celular.

La participacién de la AcCh estriatal en procesos de memoria
esta bien documentada. El1 bloquec de receptores muscarinicos del
estriado provoca deterioros en la adquisicidén (Neill y Grossman,
1970) y en la ejecucidén (Prado-Alcald et al., 1984) de la tarea
de prevencién activa de dos vias, sin embargo no se han
detectado deterioros en la prevehcién activa de una via

(Prado-Alcala et al., 1980a).

40



Quirarte, G.L.
Tesis Doctoral

La participacién del estriado en la prevencidén pasiva se ha
estudiado exhaustivamente. Se ha encontrado consistentemente que
la aplicacidén de atropina o escopolamina en la regién
anterodorsal del estriado inmediatamente después del
entrenamiento produce un estado amnésico marcado (Haycock et al,
1973; Prado-Alcald et al., 1980a). El1 efecto amnésico de las
inyecciones de atropina en el estriado es tanto dosis como tiempo
dependiente: conforme la dosis de la droga antimuscarinica se
aumenta, aumenta también el deterioro en la retencién (Giordano y
Prado-Alcala, 1986; Prado-~Alcala et al., 1985); cuando las
inyecciones de atropina administradas después del ensayo en el
estriado son mas cercanas en tiempc al momento del entrenamiento,
mayor es el estado amnésico que se produce (Diaz del Guante et
al., 1991; Prado-Alcald et al., 1981).

Consistentes con estos resultados son los datos publicados
por Sanberg et al. (1984). Ellos estudiaron los efectos de 1la
aplicacién de AF64A en el estriado sobre la prevencién pasiva; se
encontré un profundo deterioro en la adquisicién y en 1la
retencién. Contrariamente, se ha encontrado que la facilitacién
de la actividad colinérgica estriatal, a través de inyecciones
intraestriatales de <colina, mejoran significativamente la
retencidén y la ejecucidn de la evitacidn activa (Prado-Alcala et
al., 1984) y de la prevencion pasiva (Fernandez et al., 1977). En
un experimento reciente ratas que fueron entrenadas en una tarea
de prevencién pasiva las inyecciones intraestriatales de colina

revirtieron el efecto amnésico de la aplicacién intraestriatal de
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atropina (Solana-Figueroa y Prado-Alcala, 1990). Que el
metabolismo de la ACh estaba aumentado durante el aprendizaje de
prevencién pasiva fue demostrado por Barker et al. (1982) en un
experimento donde la sintesis de ACh en el estriado presentd
valores mas altos después del entrenamiento.

Con respecto a las tareas reforzadas positivamente,
inyecciones intraestriatales de drogas antimuscarinicas producen
deterioros significativos en 1la adquisicién de una tarea de
presién de palanca (Bermidez-Rattoni et al., 1986) y en la
ejecucién de esta tarea (Prado-Alcala, 1972). Contrariamente, la
facilitacién de la actividad colinérgica estriatal, a través de
inyecciones intraestriatales de colina o ACh, mejoran
significativamente la ejecucidén (Prado-Alcala y Cobos-Zapiain,
1979a) de presién de palanca,

Como hemos visto, existen midltiples evidencias gque apoyan la
hipdétesis de que las neuronas colinérgicas son necesarias para el
establecimiento de 1la memoria. 8Sin embargo como también se
describid, existen casos donde la manipulacidén de la actividad
colinérgica no produce cambios en las funciones mnémicas. En
muchos casos, el fracaso para replicar estudios "positivos" o
para encontrar modificaciones de conductas condicionadas por 1la
aplicacién de tratamientos gue alteran la actividad de la ACh, se
explica en términos de diferencias en los procedimientos,
especies animales, parametros de estimulacién Y asi
sucesivamente.

Una explicacién alternativa para los hallazgos "negativos"

(derivados de un nimero de estudios donde se usaron diferentes
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procedimientos, especies animales y parametros de estimulacidn)
es que en efecto, la ACh no sea necesaria para el establecimiento
de la memoria de tareas que han sido sobrentrenadas o

sobrerreforzadas.

2.4. EL SOBRENTRENAMIENTO Y EL SOBRERREFORZAMIENTO PROTEGEN
CONTRA LA AMNESIA INDUCIDA POR EL BLOQUEO COLINERGICO.

Como se describidé anteriormente, la disfuncién colinérgica
del estriado induce deterioros significativos en la adquisicién,
consolidacién y ejecucién de conductas condicionadas; lo mismo es
cierto cuando el blogqueo colinérgico es producido por inyecciones
sistémicas de drogas anticolinérgicas.

En 1977 Prado-Alcald y Cobos-Zapialn reportaron que las
inyecciones de atropina dentro del nlcleo caudado no alteraron la
ejecucioén de gatos que fueron entrenados a presionar una palanca
para recibir leche como reforzador. Un estudio previo habia
demostrado que este tratamiento produjo un estado amnésico en la
misma especie, entrenada en la misma tarea (Prado-Alcald et al.,
1972). La flnica diferencia entre esos dos experimentos fue que
los animales del primer estudic habian sido sobrentrenados (es
decir, fueron entrenados durante 30 sesiones en vez de las 10 &
15 sesiones habituales).

Experimentos subsecuentes han confirmado el efecto protector
de scbrentrenamiento. Ratas entrenadas a presionar una palanca
durante 5, 15 &6 25 sesiones se inyectaron con escopolamina
intraestriatalmente; se encontré un deterioro significativo en la

retencién de los grupos entrenados con 5 y 15 sesiones, pero no
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hubo deficiencias en el ¢grupo entrenado con 25 sesiones
(Prado-Alcala et al., 1980). Resultados equivalentes fueron
obtenidos cuando se estudié una tarea mas compleja de alternaciédn
espacial (Prado-Alcala et al., 1978).

En un intento para determiﬁar la generalidad del efecto
protector de una experiencia incrementada de aprendizaje, los
efectos de la inyeccidén de atropina y escopolamina en el estriado
fueron valorados en ratas entrenadas en una tarea de prevencidn
pasiva de una via. Primero, el efecto conocido amnésico de 1la
aplicacién intraestriatal de drogas anticolinérgicas se replicd.
Para incrementar la experiencia de aprendizaje, grupos de ratas
fueron sometidas al entrenamiento usando intensidades de choque
eléctrico en las patas del animal que fueron de dos y cuatro
veces mas altas que las necesarias para establecer el
aprendizaje y para producir el efecto amnésico. Las inyecciones
fueron completamente inefectivas para producir cambios en 1la
retencién de la tarea {(Giordano y Prado=-Alcald, 1986; Diaz del
Guante et al., 1990).

¢Cual es entonces el papel de la actividad colinérgica
estriatal con respecto a los procesos de memoria?

Los datos presentados anteriormente indican que: a) la Ach
estriatal estd involucrada de manera critica en la adquisicién,
consolidacién y ejecucién de conductas condicionadas
instrumentalmente; y b) bajo condiciones de sobrentrenamiento o
sobrerreforzamiento, esas funciones mnémicas pueden 1llevarse a
cabo sin la participacién de 1la ACh estriatal. Estos datos

también apuntan hacia la posibilidad de que durante una
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experiencia de aprendizaje incrementada otros sistemas
neuroquimicos, fuera del estriado, medien esos aspectos de la
funcidén de la memoria que se habian llevado a cabo por la ACh
estriatal.

Para probar experimentalmente esta hipdtesis, se decidié
producir una disfuncién generalizada de el estriado usando
inyecciones locales de una concentracién alta de cloruro Ade
potasio o de 1lidocaina. Como se esperaba, mientras estos
tratamientos produjeron un estado amnésico marcado en animales
entrenados "normalmente®, no se encontré interferencia con la
ejecucidédn de la tarea de presién de palanca ni con la
consolidacién de prevencidén pasiva en los sujetos sobrentrenados
o sobrerreforzados (Pérez-~Ruiz y Prado-Alcala, 1989; Prado-Alcala
y Cobos-Zapiain, 1979b; Prado-Alcala et al., 1980b).

Ya que las inyecciones sistémicas de drogas anticolinérgicas
producen deterioros en la memoria, era de interés determinar si
el blogqueo generalizado de los receptores muscarinicos también
produciria amnesia en el aprendizaje de prevencién pasiva
sobrerreforzado. El tratamiento después del entrenamiento con
escopolamina  produjo la interferencia esperada con la
consolidacién. Sin embargo, cuando se 1incrementaron las
intensidades de choque eléctrico dos y tres veces, los animales
mostraron una ejecucidén casi perfecta (Durdn-Arévalo et al.,
1990). En un estudio subsecuente, se encontrd que el efecto
protector del sobrerreforzamiento no se establece en una manera
gradual, sino en una forma de todo o nada, es decir con un

aumento de menos del 5 por ciento de intensidad de choque
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eléctrico suficiente para producir amnesia con la escopolanina
(de 2.7 a 2.8 mA). Estos resultados sugieren que la ACh participa
criticamente en la consolidacién de la memoria, y que al
incrementar la magnitud del reforzador negativo, se alcanza un
umbral donde la actividad colinérgica del sistema nervioso no es
necesaria para el desarrollo de los procesos de consolidacién
(Cruz-Morales et al., 1992)

Se necesitan nuevas investigaciones para determinar la
manera en que los sistemas colinérgicos dejan de participar en
las funciones de memoria, Yy para 1identificar los sistemas
neuroguimicos que median la consolidacidén de la misma durante el

sobrentrenamiento y el sobrerreforzamiento.
2.5 PARTICIPACION DE LA AMIGDALA EN LOS PROCESOS DE MEMORIA.

Numerosos hallazgos han demostrado la participacién de 1la
amigdala en procesos de aprendizaje y memoria (Sarter vy
Markowitsch, 1985; Weiskrantz, 1956).

Una de las hipdtesis sobre el papel que Jjuega esta
estructura en los procesos de aprendizaje y memoria sugiere que
la amigdala modula la plasticidad que ocurre en otro lugar del
cerebro (McGaugh, Introini-Collison, Cahill, Kim y Liang, 1992).
De acuerdo a este punto de vista, la amigdala juega un papel
temporal en la regulacién de cambios inducidos por el
aprendizaje. Se ha sugerido que las representaciones creadas por
la amigdala son temporales y que el almacenamiento de largo plazo
ocurre en otro lugar, probablemente en 1la neocorteza (Kesner,

1992; Rolls, 1992).
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Si la amigdala modula la plasticidad que ocurre en otro
lugar del cerebro, entonces la amigdala se debe activar por
estimulos presentes en situaciones de aprendizaje. Existen
evidencias que sugieren que cambios en las contingencias del
reforzamiento o de la atencidén que es producida por un estimulo
incondicionado activan la amigdala a través de retroalimentacidn
sensorial, visceral o humoral del sistema nervioso parasimpatico
(Gallagher y Holland, 1992; Gold y McGaugh, 1975, McGaugh, 1989;
McGaugh y Gold, 1989; McGaugh et al., 1992). También se conoce
que la amigdala estd mas involucrada en tareas que provocan
emociones 1intensas, ya sea positivas o negativas (Cahill vy
McGaugh, 1990). Alternativamente se ha propuesto que la
activacién de 1la amigdala sirve como una sefial para otras
estructuras neurales involucradas en el almacenamiento de la
memoria (McGaugh, 1989, McGaugh, Introini-Collison, Nagahara vy
Cahill, 1990, McGaugh et al., 1992).

Existen evidencias que sugieren el papel modulador temporal
de la amigdala; éstas se basan en que los efectos de muchos
tratamientos farmacolégicos administrados después del
entrenamiento de una tarea son dependientes del tiempo (Gold vy
McGaugh, 1975). Asi como de efectos de 1lesiones realizadas
después del entrenamiento que son también dependientes del tiempo
de su induccién (Liang, McGaugh, Martinez, Jensen, Vasquez vy
Messing, 1982).

Una de estas evidencias involucra a la epinefrina, que se

sabe es secretada durante ciertas experiencias de aprendizaje y
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se piensa que estas experiencias inducen su liberacién (McGaugh,
1989; McGaugh y Gold, 1989). Las inyecciones sistémicas de
epinefrina administradas después del entrenamiento modulan la
retencién en una forma dependiente de la dosis y del tiempo (Gold
y Van Burkirk, 1975; Introini-Collison y McGaugh, 1986; Izquierdo
y Dias, 1985; McGaugh, 1989; McGaugh y Gold, 1989; Sternbergqg,
Martinez, Gold y McGaugh, 1985). Estos efectos de la epinefrina
son mediados en parte, por la liberacién central de norepinefrina
(Gold y Van Burskirk, 1978; Introini-Collison y McGaugh, 1991).

Las inyecciones periféricas de epinefrina afectan las
concentraciones de norepinefrina de todo el cerebro; estos
camblios en las concentraciones de norepinefrina permiten predecir
el grado de amnesia o de mejoramiento en la memoria que es
producido por las inyecciones periféricas de epinefrina (Gold y
Burkirk, 1978).

Los efectos de la epinefrina sobre la memoria involucran a
la amigdala (Cahill y McGaugh, 1991; Liang, Bennett y McGaugh,
1985; Liang y McGaugh, 1983). El deterioro en la memoria
encontrado al estimular la amigdala después del entrenamiento
(Liang, et al., 1985; McGaugh y Gold, 1976) se atenta cuando los
almacenes enddgenos de epinefrina se agotan por la
adrenodemedulacién o adrenodenervacidén (Liang, et al., 1985).
Ademdas, la administracién exégena de epinefrina a ratas que
fueron adrenodemeduladas restablece el deterioro de la memoria
inducido por a la estimulacién de la amigdala (Liang, et al,
1985). Los efectos de facilitacién en la retenciédn debidos a las

inyecciones sistémicas de epinefrina administradas después del
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entrenamiento son bloqueadas por lesiones de la amigdala o por
lesiones de la estria terminalis (Cahill y McGaugh, 1991; Liang y
McGaugh, 1983), que es una de las principales vias aferentes y
eferentes de la amigdala (Price, Russchen y Amaral, 1987).

Los efectos de la epinefrina sobre la memoria, parecen en
parte estar ejerciendo su accién debido a la activacién de los
receptores de norepinefrina en la amigdala. Las inyecciones de
norepinefrina o de antagonistas noradrenérgicos en la amigdala
después del entrenamiento afectan 1la memoria en una forma
dependiente de las dosis y del tiempo (Ellis y Kenser, 1983;
Izquierdo, Cunha, Rosat, Jerusalinsky, Feriera y Medina, 1992;
Liang, Juler y McGaugh, 1986; Liang, McGaugh y Yao, 1990). En
forma similar, al inyectar norepinefrina se atenda el deterioro
en la retencidén producido por la adrenodemedulacidén (Liang, et
al., 1986).

Los estudios acerca de los efectos de opioides sobre el
aprendizaje y la memoria también sugieren el papel neuromodulador
de la amigdala en estos procesos. La memoria para eventos
recientes se deteriora cuando se administran inyecciones
sistémicas de agonistas opioides enddégenos o sintéticos (Introini
y Baratti, 1984; Izquierdo, 1979; Martinez, Rigter, Jensen,
Messing, Vasquez y McGaugh, 1981; McGaugh, Introini-Collison vy
Nagahara, 1988). De forma inversa las inyecciocnes sistémicas de
antagonistas opiocides después del entrenamiento producen una
mejoria en la memoria (Gallagher y Kapp, 1978; Izquierdo, 1979;
McGaugh, Introini-Collison y Nagahara, 1988). Los efectos tanto

de los agonistas como de los antagonistas opioides sobre la
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memoria son dependientes del tiempo y de la dosis (Castellano,
1975; Introini y Baratti, 1984; Izquierdo y Dias, 1981).

Los opioides parecen afectar la memoria al interactuar con
los mecanismos centrales de la norepinefrina (Fanelli, Rosenberg
y Gallagher, 1985; Introini-Collison y Baratti, 1986; Izquierdo y
Dias, 1981). Por ejemplo, los efectos de la mejoria en la memoria
por un antagonista opioide, la naloxona, son blogueados cuando
los almacenes centrales de norepinefrina son agotados con 1la
neurotoxina selectiva a norepinefrina, la DSP4, o por las
lesiones con 6-hidroxidopamina del haz dorsal noradrenérgico
(Gallagher, Rapp y Fanelli, 1985; Introini-Collison y Baratti,
1986). Estos efectos de mejoria en la memoria por la naloxona son
también blogueados al inyectar antagonistas de norepinefrina, que
actian de manera central, no asi de forma periférica
(Introini-Collison, Baratti, 1986).

Cuando se inyectan antagonistas opioides directamente en la
amigdala se produce un mejoramiento en la retencién y se produce
deterioro cuando se administran agonistas (Gallaher y Kapp, 1978,
1981; Introini-Collison, Nagahara y McGaugh, 1989).

Los efectos de mejoria en la memoria al inyectar naloxona
tanto de forma sistémica como en la amigdala son blogueados por
inyecciones de propanolol, un antagonista a los receptores
beta-noradrenérgicos (Introini-Collison et al., 1989; McGaugh, et
al., 1988).

El sistema gabaérgico dentro de 1la amigdala también se
encuentra involucrado en la wmodulacién de 1la informacién

adquirida. Las inyecciones sistémicas de agonistas de GABA

50



Quirarte, G.L.

Teslis Doctoral
administradas después del entrenamiento deterioran la retencidn
(Brioni y McGaugh, 1988; Brioni, Nagahara y McGaugh, 1989,
Castellano y McGaugh, 1989) mientras que las inyecciones de
antagonistas del GABA mejoran la retencién (Bovet, McGaugh vy
Olivero, 1966; Brioni y McGaugh, 1988; Castellano y McGaugh,
1989) en forma dosis y tiempo dependientes. Sin embargo, sobre
los efectos de los antagonistas GABAérgicos existen
contradicciones, ya que en algqunos casos se han encontrado
deterioros en la retencién {Nabeshima, Noda y Kameyama, 1988). Un
reporte atribuye estos resultados contradictorios en parte a 1la
diferencia de procedimientos utilizados y al modo de accién de
las drogas (Cruz-Morales, Quirarte, Diaz del Guante vy
Prado-Alcala, 1993).

Los efectos sistémicos de GABA sobre la memoria involucran a
la amigdala. Al administrar en 1la amigdala agonistas o
antagonistas de este neurotransmisor se producen los mismos
efectos que de forma sistémica y cuando la amigdala es lesionada,
los efectos sistémicos se atentan (Ammassari-Teule, Pavone,
Castellano y McGaugh, 1991).

Las benzodiacepinas también influencian la memoria; esta
influencia puede involucrar procesos que la amigdala modula. La
administracién sistémica de benzodiacepinas induce amnesia en una
variedad de aprendizajes motivados apetitivamente Yy
aversivamente en forma dosis y tiempo dependientes (Jensen,
Martinez, Vasquez y McGaugh, 1979). La administracién de
antagonistas a las benzodiacepinas mejora la adquisicién y la

retencién (Kumar, Forster y Lal, 1988; Lal, Kumar y Forster,

51



Quirarte, G.L.

Tesis Doctoral
1988; Periera, Rosat, Huang, Godoy, e Izquierdo, 1989). Cuando se
inyectan en la amigdala antagonistas de las benzodiacepinas se
mejora la retencién de un aprendizaje de evitacién pasiva
(Wolfman, Da Cunha, Jerusalinsky, Levi de Stein, Viola, Izquierdo
y Medina, 1991). De manera inversa cuando se administran
agonistas de las benzodiacepinas en la amigdala como el diazepam
y midazolam se deteriora la retencién de la misma tarea. Cuando
la amigdala es lesionada se blogquean los efectos amnésicos de la
administracién de agonistas a las benzodiacepinas (Tomaz,
Dickinson-Anson y McGaugh, 1991, 1992).

Si la amigdala es un sitio plastico para algunos tipos de
aprendizaje y s1 este aprendizaje produce cambios m&s 0 menos
duraderos, entonces la amigdala es necesaria para la expresién de
la memoria. S8i existen ciertos tipos de memoria que se almacenan
en la amigdala, entonces las lesiones de 1la amigdala que se
inducen después de el entrenamiento  deberian prevenir
completamente la expresidén de la memoria de ese entrenamiento.
Por otro lado, si como mencionamos anteriormente esta estructura
modula la plasticidad que ocurre en otro lugar del cerebro
entonces al ser lesionada después del entrenamiento, se debe
deteriorar pero no necesariamente bloquear la expresién de la
memoria. De acuerdo a este punto de vista de modulacién, 1las
lesiones de 1la amigdala después del entrenamiento deberian
deteriorar la ejecucién cuando 1las lesiones son inducidas
inmediatamente después del aprendizaje y deberian tener un efecto
menor cuando se inducen a intervalos mas lejanos del momento del

entrenamiento.
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Las lesiones de la amigdala después del entrenamiento no
producen deterioro o sélo muy pequefio, en la habilidad de los
monos que reaprenden una tarea de reconocimiento visual,
discriminacién visual o de discriminacién olfativa (Aggleton y
Passingham, 1981; Bachevalier, Parkinson y Mishkin, 1985; Horel,
Keating y Misantone, 1975; Mishkin, 1978; Zola-Morgan, Squire y
Amaral, 1989; Zola~-Morgan, Squire, Alvarez y Clower, 1991). Esta
falta de deterioro sugiere que la amigdala no Jjuega un papel
critico en la retencién de patrones visuales, en la asociacién de
patrones visuales con reforzamiento, o en la representacidén de
estas asociaciones, En 1956, Wiskrantz reporté que en el
reaprendizaje de evitacién condicionada y supresién condicionada
en monos amigdalectomizados se muestra ahorro en el aprendizaije
adquirido antes de la induccién de la lesidn pero no presentaron
deterioro en 1la ejecucién de la retencién. Estos resultados
sugieren que la amigdala no es un sitio critico para el
almacenamiento de la memoria de estos aprendizajes aversivos vy
que los animales amigdalectomizados continlan respondiendo a
castigos. De hecho, los monos con lesiones de 1la amigdala
parecen guedar sensibles a las recompensas Yy los castigos
(Gaffan, 1992). En muchos ejemplos los animales
amigdalectomizados trabajan normalmente para recompensas con
comida (Aggleton y Passingham, 1982; Gaffan, Gaffan y Harrison,
1989; Horel, et al., 1975; Schwartzbaum, 1960; 2ola-Morgan y
Squire, 1990). Por ejemplo Aggleton y Passingham (1982)

encontraron que la amigdalectomia total después del entrenamiento
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no afectd la ejecucién de una tarea operante de razén fija
progresiva para diferentes recompensas de comida. Tales
resultados sugieren que las asociaciones aprendidas basadas en
recompensas alimenticias no se ven afectadas por las lesiones.
Ademads estos resultados sugieren que la comida continGa siendo
reforzante aln cuando la amigdala no se encuentre intacta.

En contraste, Gaffan y Harrison (1987) demostraron un
deterioro en las situaciohes de aprendizaje reforzado con comida
en monos con lesiones de la amigdala. En este experimento, los
monos fueron entrenados hasta que alcanzaron un criterio de 80%
en una tarea de discriminacién visual gue involucra trabajo que
es recompensado por comida usando reforzamiento secundario
auditivo. Después de que los monos alcanzaron el criterio, fueron
amigdalotomizados. Después de la operacidén los monos tuvieron
atenuacién en la curva de aprendizaje pero no fue completamente
plana. En comparacién con la ejecucién post-operatoria de los
monos que recibieron lesiones unilaterales asimétricas tanto de
la amigdala como de la corteza de asociacién visual, los monos
amigdalotomizados tuvieron significativamente mas errores después
de la operacidén. Los sujetos que no fueron operados o aquellos
con lesiones falsas no se incluyeron en este estudio. Gaffan y
Harrison (1987) concluyeron que el papel de la amigdala fue
mantener una asociacién entre el reforzador secundario auditivo y
el valor del incentivo primario de la comida. Esta interpretacién
fue apoyada por hallazgos, en'el mismo experimento, en donde la
desconexién de la amigdala con la corteza auditiva no tuvo

efecto. Estos resultados sugieren que la amigdala puede almacenar
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asociaciones reforzadas por estimulos a largo plazo.

En suma, las lesiones de 1la amigdala después del
entrenamiento producen un deterioro mediano en el reaprendizaje
de discriminacién visual, evitacién condicionada y supresion
condicionada. En casos en donde el deterioro se observa
subsecuentemente a las lesiones de la amigdala después del
entrenamiento, la retencién y el reaprendizaje comunmente se
atenian, es decir no se bloquean. Estos hallazgos no apoyan la
hipétesis de que la amigdala sirve como un sitio de plasticidad
durante el almacenamiento de la memoria, porque las lesiones
después del entrenamiento deberian bloquear completamente la
retencidn. Estos resultados apoyan el papel modulador gque juega
la amigdala en el aprendizaje y la memoria. Sin embargo, hay
evidencias que sugieren que la amigdala almacena la asociacidn
entre el estimulo visual y el valor incentivo de la comida como
reforzador (Gaffan y Harrison, 1987).

Uno de 1los primeros trabajos sobre los efectos de las
lesiones realizadas después del entrenamiento es el reportado por
Brady y sus colegas (1954). Encontraron que gatos lesionados de
la amigdala no tuvieron deterioro en 1la retencién de una
respuesta de evitacidén condicionada que fue adquirida antes de
inducir la lesién. Estos hallazgos, en conjunto con aguellos en
donde las lesiones de la amigdala atenian pero no previenen la
adquisicién de la respuesta de evitacién contribuyeron a que
estos investigadores propusieran que la amigdala juega un papel
facilitador en la adquisicién de tales respuestas, pero que ésta

no parece constituir una condicién necesaria para la adquisicién
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o la retencién de tales conductas dé evitacién. Un trabajo
posterior reporta también que las lesiones de la amigdala
inducidas después del entrenamiento no afectaron la retencién de
un aprendizaje de evitacién activa (Fonberg, Brutkowski y Mempel,
1962; Thatcher y Kimble, 1966).

Otras investigaciones indican que 1los efectos sobre la
retenciédn de lesiones realizadas en 1la amigdala después del
entrenamiento, dependen del tiempo de la 1lesién. Liang y sus
colegas (1982) investigaron los efectos de las lesiones de la
amigdala inducidas después del entrenamiento de una respuesta de
evitacién inhibitoria., En este estudio las ratas fueron
lesionadas inmediatamente después de la tarea o 2, 5 o 10 dias
después. Al comparar la ejecucidn de los anima.es control con la
de los animales experimentales, durante la pruebg de retencién,
se encontrd que las lesiones realizadas inmediatamente después o
3 dias después del entrenamiento tuvieron un deterioro
significativo. La retencién de los animales que fueron lesionados
5 dias después del entrenamiento tuvieron una ejecucidn
significativamente mejor que los lesionados inmediatamente
después del entrenamiento. La retencién de los animales que
fueron lesionados 10 dias después del entrenamiento no difirieron
de los controles no lesionados. Los resultados de este estudio
sugieren que la amigdala tiene un papel transitorio en la memoria
que disminuye con el paso del tiempo. Sin embargo el papel
transitorio que representa la amigdala en una asociacién para la
modulacién del almacenamiento de informacién que ocurre en otro

lugar del cerebro no esta claro.
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Cuando las lesiones se realizan antes del sobrereforzamiento
o del sobrentrenamientoc de una tarea, los efectos deletéreos
sobre la memoria se pueden atenuar (Kim y Davis, 1992; Orbach vy
Fantz, 1958; Parent, Tomaz y McGaugh, 1992; Sullivan y Wilson,
1992; Thatcher y Kimble, 1966).

vVarios investigadores han empleado recientemente lesiones
reversibles para estudiar el papel de la amigdala en el
aprendizaje aversivo. La inactivacién neural reversible de una
estructura puede ser llevada a cabo por medio de una infusién de
un anestésico local o tetrodotoxina (TTX), (Bermiddez-Rattoni,
Rusiniak y Garcia, 1983; Sandkuhler, Maisch y Zimmerwan, 1987).
Bucherelli, Tassoni y Bures (1992) inyectaron TTX en la amigdala
inmediatamente después o a varios intervalos después del
entrenamiento de una tarea de evitacién inhibitoria; la retencion
fue realizada a las 48 horas. Con el uso de lesiones reversibles
estos investigadores fueron capaces de inactivar la amigdala
durante el periodo de consolidacién y dejar la amigdala intacta
durante los periodos de aprendizaje y de evocacidén. Los
resultados indican que la ejecucién de los animales durante la
sesidn de retencidén se deteriord significativamente comparada con
los animales a los que se les inyectd el vehiculo; los efectos
encontrados fueron tiempo-dependientes. Las inyecciones de TTX en
la amigdala deterioraron la retencidén dentro de los 90 minutos
después del entrenamiento y fueron menos efectivos cuando las
lesiones se indujeron 6 horas después del entrenamiento, no se

encontraron efectos al inducirse 24 horas después del
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entrenamiento,

También se han estudiado los efectos de la inactivacién
reversible de la amigdala sobre una respuesta de congelamiento
condicionado. Se apared un tono con un choque eléctrico en las
patas y se mididé la respuesta de congelamiento 24 horas mas
tarde. En comparacién con los animales controles, la conducta de
congelamiento disminuyé significativamente en los lesionados 20
minutos antes de la prueba de retencién (Helmstetter, 1992).

Como en el caso de las lesiones realizadas antes del
entrenamiento, las lesiones en la amigdala inducidas después del
entrenamiento no afectan 1la retencién y la ejecucidédn en
respuestas motivadas apetitivamente. Por ejemplo existe un
reporte en donde las lesiones de la amigdala después del
entrenamiento no afectd la retencién de una respuesta
instrumental motivada apetitivamente (Fonberg, et al., 1962). De
manera similar las lesiones de la amigdala realizadas después del
entrenamiento no deterioraron la retencién de una respuesta de
discriminacién en ratas (Raffaele y Olton, 1988; Slotnick, 1985;
Sutherland y McDonald, 1990; Thompson y Schwartzbaum, 1964) o de
un aprendizaje espacial (Becker, Walker y Olton, 1980). Sin
embargo se han encontrado deterioros en una tarea de memoria de
orden motivada apetitivamente (Kesner, Crutcher y Omana, 1990).

En suma, la participacién transitoria de la amigdala en el
almacenamiento de 1la memoria parece estar restringida a un
periodo después del aprendizaje. Los efectos amnésicos inducidos
por lesiones después del entrenamiento, pueden ser atenuados

aumentando el entrenamiento.
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CAPITULO Il

INTERACCIONES ENTRE LA MAGNITUD DEL REFORZAMIENTO Y

TRATAMIENTOS QUE PRODUCEN MODIFICACIONES DE LA MEMORIA.

Existen en la literatura datos contradictoriocs referentes a
los procesos de aprendizaje y memoria, ya dque ain cuando el
objetivo de conocer el funcionamiento del cerebro con respecto a
dichos procesos es el mismo, y se emplean tratamientos similares,
los resultados obtenidos frecuentemente son inconsistentes. Las
contradicciones encontradas pueden ser explicadas en términos de
las especies utilizadas, la edad de los sujetos, la forma de
administracién de 1los tratamientos y 1los procedimientos de
aprendizaje.

En el presente capitulo revisaremos algunos estudios, en
donde un mismo tratamiento produce efectos diferenciales sobre la
memoria, dependiendo de los niveles de reforzamiento que se
utilizaron durante el aprendizaje de los sujetos, habiéndose
mantenido constantes el resto de los factores,

Hay gue aclarar que 1la magnitud real de un reforzador
negativo (choque eléctrico) percibido por un animal experimental
depende de varios factores: intensidad (corriente), voltaije,
frecuencia, duracidén del choque, resistencia de las parrillas o
paredes a través de las que se aplica el choque, resistencia de
las patas del animal, etc. Es costumbre que al reportar
experimentos de esta indole, los autores solamente definan dos de

los parametros del choque utilizado: la intensidad y duracién del
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choque; rara vez se especifica el voltaje utilizado; casi nunca
se habla acerca de los otros parametros., Por 1lo anterior, 1los
efectos de diferentes grados de reforzamiento solamente pueden
compararse directamente dentro de un estudio o 1laboratorio
particular, en los gue se hayan utilizado el mismo estimulador,
camara de condicionamiento, especie animal, etc. En otras
palabras, dificilmente pueden hacerse comparaciones directas
entre diferentes estudios realizados en laboratorios diferentes.

Citaremos un ejemplo de nuestro laboratorio. Para obtener
una conducta y efecto farmacoldgico determinados, se debe aplicar
un choque eléctrico de 0.2 mA, con un estimulador determinado
(Nucleocelectrénica, S.A.), mientras gque para obtener lo mismo
utilizando otro estimulador (BRS/LVE}, se debe aplicar un
estimulo de 4.0 mA ({20 veces mas corriente!). El primer aparato
suministra corriente constante y directa (DC), generada por 1,300
voltios mientras que la corriente constante del sequndo es de
pulsos cuadrados, con 150 voltios.,

En 1la mayoria de los estudios que se discuten a
continuacién, por las razones expuestas en los parrafos
anteriores, se describirdn 1los reforzadores negativos de
diferentes magnitudes con los términos de "altos", "medianos" o
"bajos", sin especificar las intensidades utilizadas.

Esta revisién estar& formada por dos apartados, en funcién
de la manera en que se aplicaron los tratamientos: sistémicamente

0 intracerebralmente.
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3.1 INTERACCIONES ENTRE LA MAGNITUD DEL REFORZAMIENTO Y
[0S FEFECTOS DE TRATAMIENTOS APLICADOS SISTEMICAMENTE

Existen evidencias que seflalan los efectos amnésicos
producidos por la cloropromazina administrada en forma
intraperitoneal sobre la ejecucién de una respuesta condicionada
instrumental (presionar una palanca). Los efectos de esta droga
son marcados cuando los sujetos son entrenados con altos niveles
de reforzamiento (Singh, 1964).

Se ha demostrado también que otro tipo de tratamientos como
el choque electroconvulsivo administrado después del
entrenamiento de una tarea de evitacién pasiva produce amnesia y
ésta es dependiente del intervalo de tiempo entre el
entrenamiento y la administracién del choque electroconvulsivo;
ademas, estos factores interactdan con la intensidad del choque
eléctrico recibido durante el entrenamiento. Los efectos
amnésicos se produjeron cuando el intervalo de tiempo fue corto y
el entrenamiento se realizé utilizando intensidades relativamente
bajas (Ray y Bivens, 1968),

En otros estudios se demostrd que la aplicacidén sistémica de
escopolamina (una droga bloqueadora de los receptores
colinérgicos muscarinicos), produjo efectos amnésicos cuando el
reforzador negativo empleado en el entrenamiento de una tarea de
evitacién pasiva fue bajo en intensidad, y que cuando se aumenté
la intensidad se produjo un efecto protector en contra de la
amnesia. Los efectos amnésicos fueron dependientes de la dosis Yy

del tiempo (Durdn-Arévalo, Cruz-Morales Yy Prado-Alcala, 1990;
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Cruz-Morales, Duran-Arévalo, Diaz del Guante, Quirarte vy
Prado-Alcali, 1992).

Otro experimento tuvo como objetivo conocer la participacidn
del sistema colinérgico, pero en relacién a la memoria de trabajo
(MT) v la de referencia (MR) dependiente de diferentes niveles de
entrenamiento. Se entrenaron ratas en un laberinto radial de ocho
brazos, se inyectd escopolamina antes de 1la prueba y se
registraron los errores durante ésta. No se encontraron errores
entre los grupos controles. El bloqueo colinérgico produjo un
aumento en los errores de la MT, pero no en la MR cuando el
criterio de aprendizaje fue bajo. Cuando las ratas se entrenaron
con un criterio alto de aprendizaje, se encontrd deterioro en la
MT y en la MR. Estos experimentos sugieren que el nivel de
entrenamiento es la explicacién de las discrepancias en los
estudios que exploran los efectos anticolinérgicos sobre estos
tipos de memoria (Lyndon y Nakajima, 1992),

También se sabe que algunos tratamientos hormonales
administrados después del entrenamiento pueden influenciar los
procesos de memoria (Gold y van Burskirk, 1976a y 1976b). Cuando
se inyectan diferentes hormonas inmediatamente después del
entrenamiento se observan efectos similares, en cierta forma, a
los producidos por la aplicacién de un choque de alta intensidad.
En esos estudios se encontré que las inyecciones periféricas
postentrenamiento de epinefrina, norepinefrina y hormona
adrenocorticotréfica (ACTH) mejoran la retencién cuando se
realizan con un intervalo corto entre el entrenamiento y 1la

administracién, mientras que son inefectivas cuando se hace més
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largo este intervalo (Gold y Van Burskirk, 1975, 1976).

En el mismo trabajo se realizd una serie de estudios
encaminados a examinar algunas de las condiciones experimentales
bajo las cuales las inyecciones de ACTH después del entrenamiento
con diferentes parametros de estimulacién influencian los
procesos de memoria. Los animales fueron entrenados en un ensayo
de evitacidn pasiva y se probd la retencidn 24 horas después.

En el primer experimento se entrenaron con un choque débil
(0.7 mA, 0.35 segundos duracién, 60 Hz onda sinusoidal) e
inmediatamente después se inyectaron tres dosis: 0.03, 0.3 y 3.0
IU. Con las primeras dos dosis se produjo una mejoria en la
retencién y con la dosis mAs alta amnesia, es decir, se obtuvo
una curva dosis respuesta en forma de U invertida. Tanto el
mejoramiento como el deterioro fue dependiente del tiempo, ya que
estos efectos no se encontraron al inyectar dos horas después,

En el segundo experimento, los animales fueron entrenados y
probados en la mafiana, mostrando pobre retencién comparados con
los que se entrenaron y probaron en la tarde. Las inyecciones de
ACTH s6lo mejoraron la retencién en las condiciones de la tarde.
En un tercer experimento se estudiaron las interacciones entre
los parametros del choque eléctrico (0.4 mA/0.25 sequndos, 0.5
mA/0.35 sequndos, 0.7 mA/0.35 sequndos, 2.0 mA/0.4 segundos) y el
efecto de la ACTH, usando la dosis mads alta. Se encontré mejoria
en la retencién con un choque débil y deficiencia con un choque
mas intenso.

Los resultados apoyan la idea general de que la ACTH puede

modular el almacenamiento de informacién y sus efectos varian
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con la dosis, el tiempo de inyeccidén después del entrenamiento,
el nivel de choque eléctrico usado durante el entrenamiento y la
hora del dia. Ademds pueden sugerir la posibilidad de que otros
tratamientos postensayo puedan facilitar o entorpecer los
procesos de memoria a través de mecanismos hormonales (Gold y Van
Buskirk, 1976).

Se conoce que otras hormonas como la arginina-vasopresina
modulan los procesos de memoria (De Wied, 1980). Con el propésito
de evaluar su participacién en diferentes condiciones
experimentales, se midieron las concentraciones de
arginina-vasopresina inmunoreactiva (IR-AVP) en el 1liquido
cefalorragquideo durante 1la adquisicién y retencién de wuna
conducta de evitacién pasiva. Se encontré que inmediatamente
después de la prueba de retencién, habia niveles altos de IR-AVP
en los sujetos entrenados con un choque de baja intensidad, pero
los niveles de IR-AVP de los sujetos entrenados c¢on un alto
choque estuvieron por debajo del 1limite de detecciébn. Los
resultados sugieren una asociacién entre la liberacién central de
AVP y la ejecucién de una tarea de evitacién pasiva entrenada con
bajos niveles de reforzamiento. Ademds indican el papel de este
péptido en los mecanismos neuronales subyacentes a los procesos
de aprendizaje y memoria (Laczi, Gaffori, Fekete, Kloet, Wied,
1984).

La influencia de 1la administracién subcutdnea de otra
hormona, la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) ,
se probd en la retencién de evitacién activa y pasiva en ratas.

La inyecci6én de LHRH inmediatamente después de la adquisicién de
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una respuesta de evitacién activa en una caja de dos vias mejord
la retencién probada 7 dias después. Cuando el neuropéptido fue
inyectado inmediatamente después de un condicionamiento de
evitacién pasiva, los efectos variaron de acuerdo a la intensidad
del choque eléctrico usado. La LHRH aumenté la retencién con un
choque débil (0.20 y 0.35 mA) pero deteriord la retencidédn cuando
se uso un choque fuerte (0.70 y 1.0 mA). Los efectos de la LHRH
parecen ser inespecificos ya que se han observado efectos
similares con diferentes hormonas. Estos resultados se discuten
con base en las interacciones entre las inyecciones de hormonas
periféricas y sustancias endbégenas liberadas después del choque
eléctrico.

Con respecto a neurotransmisores especificos, se ha
propuesto que las vias monoaminérgicas podrian estar involucradas
en el almacenamiento de la memoria (Mora y Diaz-Véliz, 1985), vya
que se ha reportado que la retencién de una respuesta adquirida
puede ser influenciada al tratar a los sujetos con una variedad
de drogas que alteran el metabolismo de las catecolaminas
cerebrales, ya sea administradas antes o después del
entrenamiento (Gorelick, Bozewicz y Bridger, 1975). Asimismo, se
sabe que la reduccién farmacolégica de las catecolaminas
centrales produce una interrupcién de la ejecuciédn de conductas
qgue han sido bien aprendidas, como en las de evitacién de dos
vias, supresién condicionada de beber y apretén de palanca
(Corrodi y Hanson, 1966; Hanson, 1965; Moore, 1960). Asimismo, se
ha descrito que los efectos de tratamientos amnésicos pueden ser

atenuados por la administracidén de norepinefrina (NE) (Stein,

80



Quirarte, G.L.

Tesis Doctoral
Belluzi y Wise, 1975). Estos hallazgos han apoyado la hipétesis
de gue las catecolaminas Jjuegan un papel neuromodulador en los
procesos que subyacen al almacenamiento de informacién.

Experimentos subsecuentes reportan los efectos de la
administracién realizada después del entrenamiento, tanto central
como periférica, de NE en la retencidn de ratas, a las cuales se
les habia administrado un inhibidor de 1la dopamina beta
hidroxilasa, la dietilditiocarbamina (DDC) antes del
entrenamiento, Los efectos encontrados <dependieron de la
intensidad del choque utilizado durante el entrenamiento de 1la
tarea. Cuando la NE se administré centralmente se atenuaron los
efectos inducidos por la DDC en los sujetos que fueron entrenados
con un choque alto, pero no cuando se entrenaron con el choque
bajo. Los efectos periféricos de 1la dosis mAs baja de NE
atenuaron los efectos amnésicos del DDC, cuando el entrenamiento
se realizé con choque alto e inyectando inmediatamente después
del entrenamiento. Cuando los animales se entrenaron con choque
bajo se requirieron altas dosis de NE para atenuar los efectos
del DDC (Meligeni, Ledergerber y McGaugh, 1978).

En otro estudio se determinaron los efectos de la carencia
de norepinefrina y dopamina, producida por el tratamiento de alfa
metil-para-tirosina (AMPT), un inhibidor de la hidroxilacién de
la tirosina, sobre la adquisicién y la retencién de una respuesta
de evitacién pasiva. Ademids se mididé la actividad esponténea en
un campo abierto en forma de laberinto y la reactividad al choque
eléctrico en las patas. Se hicieron también determinaciones de NE

y dopamina.
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La retencién de la tarea de prevencién pasiva fue menor
cuando los animales se entrenaron con un choque alto, mientras
que al ser entrenados con un chogue bajo 1la droga produjo
facilitacién de la memoria. Las determinaciones
espectrofotofluorométricas encontraron los niveles de
norepinefrina y dopamina significativamente mAs bajos que los
controles. No se encontraron diferencias significativas en la
prueba de reactividad al chogue en las diferentes intensidades
utilizadas, y tampoco se encontraron diferencias en la prueba de
campo abierto, por lo que los datos sugieren que la AMPT ejerce
diferentes efectos en el condicionamiento de acuerdo a la fuer:za
con la que se aprendié la tarea (Hall y Meyer, 1975).

Otra demostracién en relacién a la importancia que tienen
los parametros experimentales durante la adquisicién de una tarea
sobre los efectos amnésicos y sobre la facilitacién de la memoria
es un trabajo reportado por Classen y Mondadori (1984), en el que
demostraron porqué los efectos de la administracién de morfina
después del entrenamiento resultaban controversiales. Por un lado
la administracién de morfina después del entrenamiento producia
facilitacién de la memoria, mientras que otros trabajos
reportaban deterioro. Con la finalidad de investigar esta
diferencla, plantearon un experimento en donde estudiaron
diferentes pardmetros experimentales, tales como la intensidad
del choque eléctrico utilizado para entrenar a los animales en
una tarea de evitacién pasiva asi como diferentes dosis de

morfina. Encontraron que la administracién de dosis medianas Yy
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relativamente altas de morfina produjeron facilitacién de la
memoria en la interaccién con niveles bajos y moderados de choque
eléctrico, bajo otras condiciones de dosis y de choque, la droga
fue inefectiva o se encontrd deterioro.

Entre las drogas que interfieren con la transmisidn
sindptica y que modifican algunos aspectos del aprendizaje y la
memoria, se encuentran los nootrdpicos del tipo del piracetam. Un
experimento que se realizdé con la finalidad de conocer 1la
relacién entre las variaciones del choque eléctrico aplicado
durante el entrenamiento de una tarea de evitacidén pasiva y los
efectos facilitatorios de la memoria no revelé diferencias entre
cuatro sustancias diferentes que se usaron; los efectos de
facilitacién se encontraron cuando la administracién se realizd
después del entrenamiento y con choques bajo y moderado, no asi
con el choque alto. Los efectos los atribuyeron a las variaciones
del nivel de estrés producido por el choque (Mondadori, Ducret y
Borkowski, 1989),

3.2 INTERACCIONES ENTRE LA MAGNITUD DEL REFORZAMIENTO Y

TRATAMIENTOS APLICADOS EN ESTRUCTURAS CEREBRALES

Otra forma de abordar el estudio de los diferentes niveles
de entrenamiento y su relacidén con la facilitacién o el deterioro
de los procesos de aprendizaje y memoria se ha hecho estudiando
alguna estructura en particular, que se conoce que interviene en
dichos procesos.

Una de las primeras aproximaciones fue la realizada por

Orbach y Fantz (1956), cuyo disefio experimental tuvo la finalidad
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de probar la posibilidad de que el aumento de la practica pueda
ser un parametro que determina los efectos de 1la secciones
bilaterales temporales neo-corticales en los monos rhesus.
Algunos animales fueron entrenados y otros sobrentrenados en una
tarea de discriminacién visual, Ccuando se concluyd el criterio
de eficiencia en la ejecucién se hicieron resecciones bilaterales
temporales neocorticales y dos semanas después de estd operacién
los animales fueron reentrenados. Los resultados indicaron que
la tarea entrenada fragilmente sufrié decremento post-operatorio
Yy que los habitos visuales practicados intensamente se vieron
menos afectados después de la operacién, mientras que no se
observd deterioro en las discriminaciones visuales
sobrentrenadas. Similarmente, la ejecucién en la tarea de retardo
a la respuesta no se vio afectada por la operacién.

En 1966 Thatcher y [Kimble llevaron a cabo un estudio
sobre los efectos de 1lesiones electroliticas en la amigdala
sobre la retencién de una respuesta de evitacidén activa en ratas
sobrentrenadas y no sobrentrenadas. El1 choque eléctrico que los
animales evitaban era constante, 1la variacién del nivel de
reforzamiento consistidé en el numero de ensayos. Encontraron que
las ratas sobrentrenadas tuvieron una retenciédn normal, mientras
que en las no sobrentrenadas hubo deterioro. Estos resultados han
sido corroborados recientemente en un experimento que también
estuvo disefiado para examinar los efectos de las variaciones de
reforzamiento sobre la retencién de una tarea de evitacién
pasiva, en ratas a las que se les lesioné la amigdala con una

neurotoxina después del entrenamiento. Como era de esperarse, el
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aumento en el nimero de ensayos en la tarea atenia el efecto
amnésico producido por la lesiébn (Parent, Tomaz, McGaugh, 1992).

Por otro lado, una serie de hallazgos indican que la
estimulacién de la amigdala después del entrenamiento produce
amnesia retrégrada. En estos estudios, los animales fueron
entrenados en una variedad de tareas de evitacidén, incluyendo la
evitacién pasiva (Gold, Edwards, McGaugh, 1975; Gold, Macri, y
McGaugh, 1973; Ilyutchenok y Vinnitsky, 1971; McDonough y Kesner,
1971), la evitacién activa de un solo ensayo (Handwerker, Gold y
McGaugh, 1974), y el entrenamiento de escape por discriminacién
visual (Gold, Rose, Hankins, Spanis, 1976).

Este efecto modulatorio sobre la memoria depende de 1los
pardmetros empleados en la tarea, especificamente del nivel de
choque eléctrico usado durante el entrenamiento. Cuando se
utilizé un nivel alto de choque se interfiridé con la retencién,
pero cuando se entrené con un nivel bajo, se encontrdé una
facilitacién (Gold, Hankins, Edwards, Chester y McGaugh, 1975).,
Sin embargo el efecto amnésico de la estimulacién de la amigdala
después del entrenamiento es atenuado por las lesiones de la
estria terminalis (ST) o inyectando naloxona en el nldcleo basal
(bed nucleus) de la ST (Liang, y McGaugh, 1983; Liang, Messing y
McGaugh, 1983).

Algunos estudios han reportado que el aprendizaje y 1la
retencidn son deteriorados por la demedulacidn adrenal (Borrell,
de Kloet, Versteeg y Bohus, 1983; Caldwell, 1962; Silva, 1974).
Sin embargo, otros no reportan deterioros (Martinez, Rigter y Van

der Gugten, 1980; Martinez, Vasquez, Rigter, Messing, Jensen,
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Liang y McGaugh, 1980; Moyer y Bunnell, 1959; Silva, 1973).

Se ha propuesto que para la corteza adrenal y el sistema
‘central noradrenérgico (Ogren y Fuxe, 1977; Robertson y Fibiger,
1976), las influencias de la médula adrenal y las de la amligdala
modulan la formacidén de 1los procesos de memoria. Con este
propésito se estudidé el efecto de las lesiones de la ST y de la
demedulacién adrenal, solas o en combinacién, sobre la retencién
de un entrenamiento de evitacién pasiva variando la intensidad
del choque eléctrico utilizado durante el entrenamiento. Los
resultados mostraron que cuando se removié la médula adrenal se
deteriord la retencién de la tarea, pero sbélo bajo condiciones de
bajo entrenamiento., Las lesiones de la ST produjeron Gnicamente
deficiencias con la miAs baja intensidad con la que los animales
fueron entrenados. La combinacién de la lesiones de ST y la
demedulacién adrenal no potenciafon los efectos de las lesiones
de ST. Estos resultados apoyan la idea de que los parémetros de
la tarea de aprendizaje son importantes para determinar las
influencias sobre los procesos de la formacién de la memoria
(Liang y McGaugh, 1987).

Otra de 1las estructuras que se ha demostrado esta
involucrada en procesos de aprendizaje y de mnemoria, es el
estriado (Divac y Oberg, 1979; Polgar, Sanberg y Kirby, 1981).
Existen estudios que demuestran que su participacién depende del
nivel de reforzamiento con el <cual 1los animales fueron
entrenados. Las inyecciones de una droga anticolinérgica en el
nGcleo caudado de gatos que fueron entrenados a presionar una

palanca produjo efectos amnésicos, sin embargo cuando el nivel de
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entrenamiento se modificé aumentando el nGmero de ensayos, la
respuesta aprendida no se vio afectada (Prado-Alcala,
Cobos~Zapiain, 1977). Efectos equivalentes fueron encontrados
cuando este tipo de entrenamiento se realizé en otras especies y
con otro tipo de tratamientos (Prado-Alcal&, Cobos-Zapiain,
1979 ;Prado-Alcala, Kaufmann, Moscona, 1980), asl como en otro
tipo de tarea mds compleja, como la alternancia espacial
(Prado-Alcala, BermGdez-Rattoni, VelAzquez-Martinez, Bacha,
1978).

Existen estudios donde los efectos amnésicos de la atropina
administrada en el estriado de ratas entrenadas en una tarea de
evitacién pasiva depende de 1los diferentes niveles de choque
utilizados durante el entrenamiento de 1la tarea. El1 efecto
amnésico se produjo s6lo en los entrenados con un nivel bajo de
choque. Cuando los animales fueron entrenados con un choque alto
no se encontrd el efecto amnésico (Giordano, Prado-Alcal&, 1986).

Otro experimento en el que se explord el bloqueo de esta
estructura, variando los niveles de choque y con la finalidad de
explorar si algin sistema neuroquimico estriatal, diferente del
colinérgico, participaba en la consolidacién de la memoria, se
realizé inyectando un anestésico local (el efecto de este
tratamiento ha sido considerado como una 1lesién reversible)
después del entrenamiento. Los resultados mostraron que aquellos
animales entrenados con niveles bajos presentaron amnesia
mientras que los entrenados con niveles altos mostraron una
retencién tan efectiva como los animales a los que no se les

aplicé el tratamiento (Pérez-Ruiz y Prado-Alcald, 1989).
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En otro estudio (Cobos-Zapiain y Prado-Alcala, 1986) se
demostréd que la aplicacién de picrotoxina en una estructura
diferente, la sustancia nigra, produce un profundo estado
amnésico de la tarea de evitaciébn pasiva; cuando el mismo
tratamiento se aplica a sujetos entrenados con niveles altos de
choque eléctrico no se observan deficiencias en 1la memoria.

Otra estructura del sistema nervioso central que participa
en procesos de memoria, es el nicleo parabraquial (NPB)
(Ivanova, Bures, 1990a; Ivanova, Bures, 1990b; Tassoni,
Bucherelli, Bures, 1992}.

Se estudid el posible deterioro producido por la inyeccién
de tetrodotoxina (TTX) en el NPB. La toxina se inyectd con
diferentes intervalos (inmediatamente después del entrenamiento
hasta 96 horas) y con diferentes intensidades de choque
eléctrico, después de la adquisicidén de una tarea de evitacidn
pasiva. Se encontrdé que cuando el choque fue bajo la TTX produjo
una amnesia retrégrada sin importar el intervalo entre la
adquisicién y el tratamiento. Cuando los animales se entrenaron
con choque alto se encontrd efecto de la lesidén cuando ésta se
realizé inmediatamente después y a las 24 horas. A las 48 y 96
horas fue inefectiva.

Estos hallazgos suponen que el tiempo de consolidacién de 1la
memoria puede ser significativamente mads corto al incrementar el
nimero e intensidad de los estimulos aversivos. Por otro lado
cuando se usan choques mas moderados la consolidacidn del engrama

necesita mas tiempo (Bucherelli, Tassoni, 1992).
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Ccomo se desprende de la revisidén presentada en los parrafos
anteriores, parece ser que los efectos de facilitacién de 1la
memoria o los amnésicos dependen de las variaciones en la
magnitud del reforzamiento, interactuando con el tipo de
entrenamiento y el tratamiento empleado. Sin embargo, encontramos
algunas excepciones en trabajos gue reportan no haber encontrado
efectos diferenciales sobre la memoria al variar los niveles de
reforzamiento,

Un ejemplo de ellos fue el realizado por Weisman y Hamilton
(1972) ; en esa investigacién se lesiondé el  Thipotalamo
ventromedial (HVM) de ratas gue después fueron entrenadas en una
tarea de evitacién de dos vias usando cuatro intensidades de
chogque eléctrico., Las ratas lesionadas tuvieron una retencién
significativamente mayor que las controles, y esta facilitacién
no estuvo relacionada con 1la intensidad del choque, ya que
ejecutaron de igual forma en todos los niveles de estimulacidn
aversiva. Las ratas controles ejecutaron mejor cuando fueron
entrenadas con choque bajo que con alto. Parece ser que las
lesiones del HVM deterioran la tendencia normal a inhibir el

regreso al compartimiento de choque en este tipo de tarea.
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CAPITULO IV

EL CONDICIONAMIENTO DE PREVENCION PASIVA EN UN ENSAYO COMO

HERRAMIENTA PARA EL ESTUDIO DE IL.A MEMORIA.

Una de las herramientas conductuales mas utilizadas para
estudiar procesos de memoria es el condicionamiento de prevencién
pasiva en un ensayo. Esta técnica fue utilizada en el presente

trabajo y sus ventajas se describen en el articulo que se

presenta a continuacién.
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Bl chbermd de estudation y enfencers.

| conocimiento de las funcio-
nes mentales del ser humano
se ha basado principalmente
en el estudio de sus patolo-
gias cogmtivas. Sin embargo, este tipo
de estudio habitualmente no nos pernu-
t¢ hacer manipulaciones experimenta-
les, con las que se pudicran establecer
claramente interrelaciones (causa-efec-
ta) entre estructuras cerehrales, eventos
fisidlogicos ¥ funciones mentales.

Una alternativa para el estudio expe-
rimental de las bases biologicas de Jie
chas funciones os el uso de modelos en
anumales infrahumanos, Sin embargo,

el estudio en ellos tambicén presenta se-
rtas dificultades, va que dificlmente nos
puede proveer de dates que puedan re-
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lacionarse directamente con la activi-
dad nerviosa superior que ¢s caracleris-
tica de la especie humana,

Asi pues, estamos ante una situacion
que actualmente no ticne una solucion
adecuada: podemos realizar estudios
descriptivos y de correlacion en el hu-
mano, con los que dificilmente podre-
mos defitur aspectos fisiologicos; o bien
podvmos hacer estudios experimenta-
les en arumales, gue nos permiten cono-
cer mecanismos, pero que dificultan el
estudio de funciones mentales propios
del humano.

A pesar de las limitaciones referidas,
ambas aproximaciones han hecho im-
portantes aportaciones al campo de los
proceses cognitivos. Eneste ensayo ha-
remos referenciaa un modelo. desarro-
Hado para animales infrahumanos, que
es de uso corriente en los laboratorios
dedicados at estudio de las bases nolo-
greas delaprendizape v 1o memoria,

I'robablemente la dificuttad mis
grande gue encentramos con la utihiza-
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cién de animales para determinar los
procesos neurales subvacentes a la
cognicidn, radicaen el hecho de que, en
contraste con el humano, no podemos
tener una comunicacidn, a través del
lenguaje, con los sujetos de expernimen-
tacion.

Nos es imposible tener acceso a los
contenidos intelectuales derivados de
sus experiencias. Es por esto que el in-
vestigador ha tenido que desarrollar
técnacas que le permitan inferir, con
cierto grado de certeza, que al menos
algunas especies animales son capaces
de adquirir, procesar, almacenar y evo-
car informacién en forma equivalente a
como lo hace el humano. Es decir, se
trabaja bajo la suposicién de que estas
complejas funciones tienen una misma
base fisioldgica, y que las diferencias en
capacidad que existen entre el ser hu-
mano y el resto del reino animal son
simplemente diferencias en la cantidad
y calidad de elementos cerebrales que
participan en dichas funciones.

(Cémo podremos preguntar a un
animal infrahumano si es capaz de
aprender, y cémo nos contestard esa
pregunta? ;Codmo podremos medir su
capacidad pata memorizar? (En qué re-
giones cerebrales se almacena la infor-
macidn adquirida a través de la expe-
riencia? ;Cual es el subestrato neuro-
quimico de estos procesos? Este es el
tipo de problemas a los que se enfrenta
el neurocientifico conductual. Para re-
solverlos, tiene que echar mane de las
herramientas propias del sicélogo, det
bislogo, del fisiologo, del farmacologo
y del bioquimico, y algunas veces (al
tratar de compaginar sus hallazgos con
suimagen del mundo que le roudea), con
ias del filasofu.

El aprendizaje es un cambio mas o
menos permanente de la conducta, de-
rivado de cuando menos una experien-
cia previa, y que no depende de proce-
s0s de maduracion, fatiga o de efectos
pasajeros de farmacos. Es esta capaci
dad de aprendizaje fa que nos permite
COMuRicamos con otras especies de ani-
males.

Por ejemplo, podemos preguntarnos

COMO peart s pregurtal e s Capas de A0y

stunarata es capaz de diferenciar entre
dos estimulos visunales (digamos un
tridngulo y un circulo). Podemos colo-
car al roedor, previamente privado de
comida durante algunas horas, frente 3
dos palancas; sobre una de cllas pone-
mus una tarjeta con la figura del tridn.
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sulo ¥ sobre 1a otra una con 1a de un
circulu. Cada vez que presione 1a pri-
Mera palanca le damos acceso a una
poraon de comuda; al presionar la se-
gunda le aphcamos un leve chogue elée-
trico a traves del piso de la cimara de
entrenamiento, Encontraremos que des-
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pués de unas cuantas sesiones de prdc-
tica, el roedor aprenderd a accionar la
palanca con el tridngulo y a evitar ta
otra palanca. Si después intercambia-
mos las tanetas, el animal “seguird” ala
‘tarjeta asociada a la comida. De esta
manera, nos estd indicando que defini-
tivamente puede diferenciar entre los
dos estimulos visuales. Dependiendo
del ingenio del investigador, se pueden
establecer estrategias para obtener res-
puestas a preguntas mas complejas.

Uno de los objetivos de las neuro-
ciencias conductuales es determinar las
bases biolégicas de la memoria, consi-
derdndola como un proceso que proba-
blemunte tenga los mismos fundamen-
tos a lo largo de toda la escala filogene-
tica. Es por ello que los cientificos
interesados en el conocimiento de las
funciones cerebrales del humano, y de-
bido a las restricciones éticas para utili-
2arlo como objeto directo de estudio, se
valen de otras especies de mamiferos,
cuyo sistema nervioso es similar ab del
humano.

Para ejemplificar lo anterior, supon-
gamos que deseamos saber si alguna
region cerebral particular esta involu-
crada en la memonia. También podria-
mos preguntamos si alguna sustancia
quimica gue se encuentra ¢n esa estruc-
tura (nenrotransmisor) es necesaria
para que tal proceso se lleve a cabo.

Aunque este problema pudiens pa-
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recer sencitlo, dista mucho de serlo. Re-
gresemos al ejemplo de la rata que
aprendio a distinguir entre el tidngulo
y ¢l circulo. Es evidente que en alguna
parte de su anatomia (seguramente en
su cerebro) se almacend la informacion
derivada de la experiencia con las tarje-
tas, comida y choque eléctrica. Supon-
gamos que planteamos la hipdtesis de
que la acetilcolina del neoestriado es
necesaria para el almacenamientn de
informacidn. Fl necestriado es una es-
tructura cerebral que se encuentra da-
fiada en la enferinedad de Parkinson y
1a acetileoling es uno de los principales
neurotransmisores del neoestriado,

Para sameter a prueba experimental
esta hipotesis, inyectariamos en el
neoestriado un firmaco que blixquee la
accién de 1a acetileolina durante un
tiempa prolongado; durante este blo-
queo someterfamos a los sujetos al en-
trenamiento descrito. Supongamos que
después de un buen nimero de sesio-
nes, los animales fueran incapaces de
ejecutar adecuadamente la tarea: po-
drian no presionar la palanca adecuada
o presionarla aleatorismente {unas ve-
ces la que le brinda comida y otras la
que electrifica el pisode la cdman), ode
plano podria ser incapaz de manipular
cuatquiera de las palancas.

¢Cano interpretareinos este tipo de
resultado? En principio pareceria ade-
cuado tonctuir que efectivamente fa os-
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tructura estudiada representa un alma-
cén de informacidn y, ademds, que la
acetilenling contenida en ella es indis-
pensable para que se realice tal funcidn,
ya que al interferir con su funciona-
micnto normal, los animales no dan
muestras de recordar la consecuencia
que acarrea presionar cada una de tas
palancas. En otras palabras, nuestra hi-
potesis seria aceptada.

Sin embargo, un andlisis mds cuicdla-
doso de los precedimientos utilizados
nos impedird aceptar aquellas conclu-
siones. Debemos tomar en considera-
cion el hecho de que el aprendizaje al
que fueron sometrdas 1as ratas, implica
la interaccion de varios sistemas senso-
riales: el visual (que penmnite al animal
ver el circulo y el tridngulo, las palan-
cas, la comida y el resto del ambiente
experitnental), el gustativo (que se acti-
va por la comida obtenida), el vlfatorio,
etc. Esclaro que para accionar las palan-
<as, 1a rata debe hacer uso de su buena
coordinacién motara. Otra condicion
que debe cumplirse es que el animal
debe estar motivado para realizar la ta-
rea, ¢s decir, debe apetecer el alimento
que [e ofrecemos a cambio de presionar
la palanca adecuada y, ante el chogue
eléctrico, deben activarse Jos receplores
y centros nerviosos correspondientes,
que mantendrdn a la rata alejada de la
palanca que electrifica el piso.

Habiendo hecho las consideraciones
anteriores, ¢ podemos aceptar la hipote-
sis propuesta? Pudiera ser que la me-
moria del animal siguiera intacta des-
pués de la inyeceion del farmaco, y que
este tratamicnto haya producido una
distorsion de ha informacion visual (i m-
pidiendo que el animal vea bien Jas pa-
lancas), gustativa v olfaliva (alterando
el sabor y olor del alimento), o bien un
aumeito en el umbral sensitivo (hacien-
do que no stenta la estimulacion
nociceptiva), o un problema de coordi-
nacion motora (incapacitindole para
manipular las palancas), un estado de
anarexia (que lo Hfevaria a no desear el
alimento): o bien, alguna combinacion
de los factares mencionados. Es devir,
cualesquiera de los posibles efectos an-
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teriares podrian interferic con la ejecu-
cidn de la respuesta, sin que etlo quiera
decir que hemos encontrado un lugar
de almacenamiento de informacion.

Asi pues, aunque la estrategia elegi-
da nos respondio la pregunta acerca de
si un animal puede discriminar figuras,
no sirvié para determinar si una estric-
tura cerebral particular interviene en la
memoria. Por lo lanta, es menester re-
currir a un modelo que nos permita ha-
cer inlerpretaciones inequivocas de los
resultados.

Este modelo debe permitirel estable-
cimiento del aprendizaje enun tiempo
definible con precision; de esta manera,
se podran aplicar tratamientos a inter-
valos especificos antes a despuds del
aprendizaje, y asi poder estudiar las di-
ferentes etapas de la memoria. Ademds,
deberd permitir que los tratamientos
que se apliquen realmente actiien sobre
los procesos de alinacenamiento de in-
formacion y ne sobre ¢f funcionamiento
de sistemas d¢ los que depende ta mera
ejecucion de la respuesta aprendida (sis-
temas sensoriales, motores y molivacio-
nales). En la mayoria de los modelos
experimentales de aprendizaje, el entre-
namiento se lleva a cabo a lo largo de
miultiples sesiones; en consecuencia, la
adquisicion de Ja respuesta es gradual,
lo que refleja un establecimiento gra-
dual de la memoria. Por este motivo es
dificil estudiar dicho proceso cognitivo,
En cambio, un modelo que rexine aque-
llos requisitos es el de prevencidn pasiva
en un ensayo.

En la prevencion pasiva, el sujeto de
experimentacién aprende a evitar un
evento desagradable inhibiendo su mo-
vimiento. Esta conducta la adquiere en
un solo ensayo. Enla situacion tipica, e}
entrenamientose realiza en una camara
con dos compartimientos, separados
por una puerta deslizable. Uno de los
compartimientos, que se conode como

Jde seguridad”, generalmente estd mds
iluminado que el otro, at que se fe lana
“de castiga”; el piso de esteiitimo liene
una rejilla metitica que puede ser eloc-
trificada,

Para iniciar 1o dinica sesidn de entre-

NOSOIOS 50mas mbin anunales gde eirenaniento...

namiento, se coloca al animal enel com-
partimiento de seguridad y unos segun-
dos mas tarde se abre la puerta que
separa ambos compartimientos. En ¢l
caso de las ralas, mis del 95 por ciento
pasan ripidamente al compactimiento
opuesto. Esta conducta se debe a sualto
grado de curinsidad, que las Hevaa ex-
plorar nuevos ambientes, y a que son
fotofébicas, es decir, se alejan de la luz
(recudrdese que el compartinuento de
seguridad estd mis iluminado que el de
castigo). Una vez que ha pasado, secie-
rra la puerta y se le aplica un choque en
las patas, a traves de la rejilla; inmedia-
tainente después se abre ta puerta de
nuevo, permitiendo escapar ala rata al
lugar de seguridad, y allise te traslada a
su jawta-habitacion. Esta sesion tiene
una duracion promedio de menos de
dos minutos. (Como podrd “decimos”
la rata si guardd esa experiencia en su
memoria? Nos lo puede decir cuando
cierto tiempo despuds (genetalmente 24
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horas) la regresamos al compartimivnto
de seguridad y luego abrimos la puerta;
esta rata no pasard de nuevo al compae-
timiento de castigo, por lo que podemos
inferir que recuerda gque alli recibio una
descarga eléctrica. A esta segunda se-
sion se le conoce camo de retencion o de
prucha y durante elta ya no se aplica el
eveno aversivo.

¢Qué tiene de esprcial este modelo
para ¢l estadio de fa memoria? En vir-
tud de que el entrenamiento se Heva a
cabo en una sola sesion de corta dura-
cién, se reduce considerablemente fa
posibilidad de que Jos resultados expe-
rimentales se compliquen por la inter-
venaion de factores incontrolables, tates
como variaciones ambicntales drmicas,
de humedad, ete., que en ¢l caso de en-
trenamientos de larga duracion, pue-
den afectar la ejecucion de los sujetos,
Ya que el evento que asociard el animal
para aprender s un choque elécineo, se
puede asegurar queel factor metivacios
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nal es razopablemente constante para
todos los animales que sean entrena-
dos; este factor motivacional puede va-
riar vuando se wtilizan tareas en las que
se utiliza como evento asociativo.

En el caso de entronamientos de
muiltiples ensayos, cada animal adqui-
rird la respuesta a un ritmo diferente del
resto de fos animales. Siel investigador
guisicra igualar la experiencia de los
sujetos, deberd entrenarlos durante un
niumero fijo de sesiones; en este caso
serin mds diestros que otros (habrdn
almacenado la informacidn mds répi-
damente). 8i, por el contrario, los suje-
tos son entrenados hasta que todos al-
cancen ¢l mismo criterio de ejecucion,
entonces lendremos animales que han
sido entrenados con un aimero dife-
rente de sesiones. En cualquiera de es-
tas dos instancias no podremos tener un
diseno experimental en el cual el factor
principal (la memoria) pueda ser con-
trolada adecuadamente.

Regresemos a la hipotesis planteada
anteriormente: la acetilcolina del neoes-
triado ¢s necesaria para el almacena-
micnto de informacion. En nuestro la-
boratorio hemos demostrado que esta
hipdtesis es correcta, haciendo experi-
mentos como los que se describen acon-
tinuacién,

Primero, mediante upa sencilla ope-
racion quirdrgica, se coloca en forma
permanente un par de cdnulas, cuyas
puntas quedan alojadas en el nevestria-
do de ratas, Despuds de una semana
{suficiente para la recuperacidn del
traunia quirdrgico) se somele a estos
animales al entrenamiento de preven.
cion pasiva y cinco minutos despuds se
les inyecta, a travis de las canulas, una
pequena cantidad de una droga que blo-
quea B oaccion de ta acetileoling. Des-
pugs de 24 horas, ef entrenamiento se
have la prueba de retencion imemoria)
de la tarva, colocando al sujelo en el
compartimiento de sepuridad y abrien-
dola puerta de accesa sl compartimien-
to de castiga.

Revisemos este procedimivnto. Lo
esencial radica en que los tratamientas
son aplicados desprds del entrenamicen-

to, ¥y mucho antes de hacer la prueba de
refencion o memoria Asi, los animales
tienen todas sus capacidades cerebrales
intactas, ya que se encuentran libres de
Jos efectos de la droga, tanto durante et
aprendizaje como durante la sesion Jde
retencion, de tal manera que cualquier
efecta que el Iratamiento tuviera sobre
1a ejecucion de la tarea no puede ser
atribuido & defectos motores, percep-
tuales o sensoriales ni motivacionales
{va que la accidn farmacalogica ditecta
de la droga dura una cuantas horas).
Por lo tanto, esa posible deficiencia so-
lamente puede achacarse a la produc-
cion de una interferencia y traerd como
resultada ¢ establecimiento de la me-
moria.

Hemos encontrado que con las dosis
mds altas de las drogas bloqueadoras,
las ratas se compnrtan como si nunca
hubieran recibido el choque eléctrico, es
decir, regresan ripidamente al compar-
timiento en ¢l que el dia anterior fueron
castigadas, presentando una total
amnesia (o falta de memoria); sila dosis
aplicadase reduce gradualmente, en di-
ferentes grupos de ratas, veremos que
la latencia para entrar al compartimien-
to de castigo es cada vez mayor, hasta
que en dosis cero {correspondientes a la
inyeccion del liquido en el que se div
suelve la droga) no lienen efecto alguna
sobre la memwria; en otras palabras, es-
tos animales se comporlan como aque-
llos que no fueron inyectados, no regre-
sando al compartimiento aversivo.

Este modelo también ha servido para
definir e} limite tfemporal entre dos -
pus de memoria: de corto y de largo
plazo. Endiferentes grupos de animales
s¢ invecto en ¢l neoesteiado una dosis
amndsica de un bloqueador de 1o
acelilcoting a empos crecientes a parte
del momento del entrenanuents (1.0,
35, 7.0, 150, 300 6 600 nunutos) y 24
hows mis tarde se andid §a retencian.
Encontramoes uatestado amnesico signi-
ficatuvo en los ammales invectadus en
los primesos tres inlervalos vy una defi-
cieneia en la retencidn de alrededor del
50 por cienlo en aqueilos iyectados
quince minutos despuds del entrepna-
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miento. A los 30 v 60 minitos se encons
traton retenciones perfectas. Estos da-
tos indican que fa memornia Bl o de
corto plazo tiene una duracion menor a
3 minutos, que a partir de este interva-
la ta memoria se consoluda en forma
permanente vy que en fa consolidaciin
estd involucrada la acetilcolina del
neoestriado

Con este sencillo y confiable maodelo
conductual se han podido identificar
estructuras cerebrales asi como diferen:
les neurotransmisores que intervienen
en la memona.

Elanaran hactor continiatie?

<
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FE DE ERRATAS

Los nimeros de las pdginas de la fe de erratas se refieren a
la numeracién del articulo original.

padg. 22, 3er parrafo dice: subestrato; debe decir: substrato.

pdg. 24., 2da columna, renglén 18, dice: y alli se le
traslada a ....; debe decir: y de alll se le traslada a ...

padg. 25, 1lera columna, 4to rengldn, dice: este factor
motivacional puede variar cuando se utilizan tareas en las que se
utiliza como evento asociativo; debe decir: este factor
motivacional puede variar cuando se utilizan tareas en las que se
utiliza alimento como evento asociativo.

pag. 25, 2do parrafo, 7mo rengldén dice: en este caso, seran
mds diestros que otros (habrdn almacenado la informacién mas
rapidamente); debe decir: en este caso, en virtud de sus
diferencias individuales, algunos animales seradn mas diestros
gque otros (habradn almacenado la informacién mds rdpidamente)

pdg. 25, 4to parrafo, 12avo rengldédn dice: Después de 24
horas, el entrenamiento se hace la prueba de retencién ...; debe
decir: Después de 24 horas del entrenamiento, se hace la prueba
de retencidn......

pdg 25, 2da columna, 1l4avo renglén dice: Por lo tanto, esa
posible deficiencia solamente puede achacarse a la produccidén de
una interferencia y traera como resultado el establecimiento de
la memoria; debe decir: Por 1lo tanto, esa posible deficiencia
solamente puede achacarse a la produccidén de una interferencia
con los procesos que se desencadenan después de la experiencia y
que traeran como resultado el establecimiento de la memoria.

102



Quirarte, G.L.
Tesis Doctoral

CAPITULO V

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La finalidad del presente trabajo fue determinar si
distintos grados de entrenamiento afectan diferencialmente los
estados amnésicos producidos con tratamientos que tipicamente
interfieren con el establecimiento de la memoria (consolidacién,
mantenimiento o evocacién). En otras palabras, se determindé si
existe una correlacién entre el nivel de entrenamiento y el grado
de amnesia producida por 1la aplicacidén sistémica de un
antagonista muscarinico y por 1la 1lesién irreversible de 1la

amigdala.

ANTECEDENTES RELEVANTES PARA LAS HIPOTESIS DE TRABAJO DEL

EXPERIMENTO I.

Evidencias experimentales involucran al sistema colinérgico
central en procesos de aprendizaje y de memoria, ya que cuando se
bloquea su actividad se provoca un deterioro en dichos procesos,
mientras que cuando se facilita su funcionamiento se encuentra
una mejoria significativa tanto en la capacidad de aprendizaje
como en la de memoria de una variedad de respuestas
condicionadas, especialmente en la de prevencién pasiva.

Existen hallazgos que confirman la idea de que la magnitud

del reforzador esta relacionada con la retencién de la tarea en
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mayor es la intensidad del reforzador, mayor es la proteccién
contra el efecto amnésico provocado por los anticolinérgicos (ver
Capitulo II).

Estos datos indican que en situaciones de
sobrerreforzamiento, otros sistemas neuroguimicos se encuentran
involucrados en la consolidacién de 1la memoria, aunque se
desconocen los efectos del bloqueo de la actividad colinérgica
central cuando los sujetos son entrenados con intensidades
bajas.

Existe solamente un reporte en el que se demuestra que
cuando se aplican agentes blogqueadores colinérgicos en el
estriado de ratas, que después de haber sido entrenadas para
recibir un reforzador positivo alcanzan niveles de respuestas
condicionadas significativamente mds bajos que animales normales,
dichas respuestas no sufren deterioro alguno. En otras palabras,
parece ser menester que los sujetos de experimentacidén adquieran
un nivel mninimo de maestria en la ejecucién de la respuesta
condicionada para que el sistema colinérgico intervenga en los
procesos de memoria (Valle, 1980; cita bibliografica en 1la
seccidén de referencias del Capitulo 7).

Este importante hallazgo no ha sido explorado con mas
detalle. En caso de que este fenbmeno se repitiera, utilizando un
reforzador distinto (reforzador negativo), nos encontrariamos
ante un panorama que cambiaria completamente nuestra concepcién
acerca de la manera en que el sistema colinérgico, en particular,
y probablemente los sistemas neuroquimicos cerebrales, en

general, participan en los procesos mnémicos.
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Basdndonos en las consideraciones anteriores y con el
propésito de explorar la posibilidad de que el bloqueo de 1la
actividad colinérgica no produzca deterioros en la consolidacién
de la memoria, cuando los animales son entrenados en una tarea de
prevencién pasiva, utilizando intensidades de reforzador negativo
(choque eléctrico) que estén por debajo de los niveles utilizados
cominmente en este tipo de aprendizaje, se planted el presente

experimento.

HIPOTESIS

1. El blogqueo generalizado de la actividad colinérgica no
producird deterioros en la consolidacién de 1la memoria, en
animales entrenados en una tarea de prevencién pasiva, utilizando
intensidades bajas de estimulo nociceptivo.

2. El1 blogqueo generalizado de 1la actividad colinérgica
producird deterioros en 1la consolidacién de la memoria, en
animales entrenados en una tarea de prevencidén pasiva, utilizando
intensidades intermedias de estimulo nociceptivo.

3. El bloqueo generalizado de la actividad colinérgica no
producira deterioros en la consolidacién de la memoria, en
animales entrenados en una tarea de prevencién pasiva, utilizando
intensidades altas de estimulo nociceptivo.

Estas hipétesis fueron sometidas a la prueba experimental

que se presenta en el siguiente articulo.
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QUIRARTE, Gi. L. §. E. CRUZ-MORALES. M. A DIAZ DL GUANTE. M. GARCIA AND R. AL PRADO-ALCALA,
Protecive offect of under-ieitiorcement of passive avendance dgaist swapolanione-iduced amnesia. BRAIN RES BULL 32(5)
$21-324, 1993 —— Administration of antimuscanmie drugs induves amnwsia o aversively motivated behaviors, However, when
relativels high intensiies of Foalshoek are used during traing (over-reinforeement). ammals become protected against such
amnesie stie, Moreover, the protective effect is established in a none-or-all fshion, e within o senes of increasing intensiies
A minute augmentaion of footshock intensity 15 suffiowest 1o reach the protective threshold, [n the preseat expenment il was
found that sen fow intensities ol asersive stiuolagon (under-remtorcement ). suthicient to produce leanung, also protected animals
from scopolamine-induced amnesia, These resulis suggest shat dvens Ichaline s entically involsed in memory vonsohdation of
passtve avordance, but ondy within a limned sange of traneing itensibics

Scopalamine-induced anmesia
Memony consoldation

Passive avordinee larmng

Oher-reimfvrcement Umder-femntorceinent

THERE is an abundance of reports showing that adininistraton

of anticholinergic drugs produces amaesia (2510131 One of

the most used beliavioral 1esis inthis ficld is one-riai passise
avordance: i the magonty ol cases a4 protound amnesic state 15
produced by both pre- and posttraining injections of scopolamine
[eg (L4210 althaugh same negiatis e results have also been
published (8.9}

There is also i growing body ol evidence thai suggests that
in those vases where amnesia is produced by apphicanon of an-

umuscanae drugs, either systemically or into specilic arcas ol

the brain, overtraining iind over-reinforcement protect agatnst
athnessy [for references see (D] In the case of passive avordance.
it was reported that posticiining treatment with scopoaliiminge
produced the expected interference with consolhdation. When
fooishock imtensities were increased two- and threetfold. lowever,
the animals showed near-perfect responding (4). In a subsequent
study. it was found that the protectise etfect of over-reinforce-
ment is established, not in a gradual manaer, but o an abl-ot-
none fushion {3). These results suggest that by increasing the
magnitude of the negative reinforeer, a threshold is reached where
cholinergic activity af the nervous system is not pecessars far
the development of the capsolidation progcess,

Taken wgether. these results indivate that central acetyleho-
line s involved in memon consotidation of tasks that hid been

" To whom requests for repnnts should be addressed.

'

t

learned within certitin parameters of training, which are below
thuse corresponding o overtrarning and oser-reinforcement.
There is a4 conspicunus Lich of reports dealing with the effeets
of interlerenee with cholinergic-sy naphic activity tor with anm
Kind of ssnaptie acovity) an memary consolidation of under-
retforeed learmimg The purpose of the present experiment wis
theeetold: ) to further sadidite the amnesic etfect ol antimus-
citrinie treatment: b w rephicate the protective etfect ol over-
reitforcenmient: and o 1o determine the ellects of cholinergic
hlochide on e consolidition of under-reinforced  passive
avondance,

GENERAD METHOD

bty

Expenmentalls e nale Wistar rags, weighing between 230
and 330 g were used. They were sdividuadly haused iy i tem-
perature-controlled eavironment, and had Tree access 10 solid
Food and sap water i their home cages, Thes were hept in these
conditions startimg at feast S davs before the experiments were
initated.

TS

Traming i westing were carried out in g wooden boy with
tw o compartments of the same size {30020 30 » 30 con), weparatad
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by a guiftotine door. The hd of each compirtment and the guil-
otine door were made ol orange-colored lucite. The fluornfone
ol the compartments was a geid made of aluminum bars (6 cm
in diameter), separated 1.3 cm center to center. The Veshaped
Faterad walls of the sevond caompariment were stainless steel and
cach was continuons with hatdthe floor: tere wasa 13 omsloy
separating vach halt foor. Thus, wheat in this compariment. the
rats were in contact with hoth waits. which could be electrified
with the use of i square-pulse stumulator (Girass Tnstrumenis
Co., model S-44) cannected i series with o constant current
unit (Grass Instruments Co., maodel COULE Humination was

provided by i 10 W hight bulb located in the center of the id of

the compartment with the god. The conditioning boy was located
inside a dark, cwmd-deadening room provided wish backgroand
masking naise (BRS/LVE, model AULD02),

Training and Tosting

Dhuring training cach aninuil was put inside the gridded com-
partment of the conditioning box: 10 s later the door between
the compartments was opened and the Liteney 1o enter the darker
(electritiabley compartment with all four paws was measured,
Outce i the second compartment the door was closed and a
footshock was delivered through the stiinless. steel plates
{Tootshock intensities will be specified below iz alter 5 s the door
was reopened. thus allowing the animat 10 escape b the Brst
campartment and ta remain there for 10 s before being pul bick
in its home cage. Alter escaping. the footshock wis trned off,
Twenty-four hours later @ test of reiention was prugrimmed
exactly as the training session, except that the footshuck was
omitted. I a rat did not ¢ross within 3005 to the compartment
where the shock had been given the session was ended amd a
scare of 300 was assigned.,

Statisticy

The dita depived from the retention tests were ot distributed
normally becanse of the cut-ofl point of 300 s, Becanse the nature
of the data did not allow the use of parametric statistics. the
Krushal-Wiallis anulysis of vaniance was computed on retention
faencies amaong the groups. Where appropriate. the Mann--
Whitney U-test was used to compare performances between pairs
of groups (13).

EXPERIMENT 1

As mentioned in the introducnon, although there are many

reports showing that scopolmine treatment induees amnesin of

passive avoidiee, some anthors have notjound this etfect (8.9,
This experiment was designed to further test the effects of this
atimuscarinic drug on consolidation of passive iy oidance, and
o determine the appropriate dose to be used i Experient 2,

Treatinents

Jndependent groups of rats were studied tr = 1O rats per
group). These aninyals were trained with 0.7 mA. There were
seven proups of apmals: untreated. mjected with sotonic saline
solution, with 8.0 mg/kg of meths lscopolmine (Sigmah or with
200450, 6.0. or RO mg/ke of scopolamine hvdrobromide (Signv).
All drigs were dissolved i isotomie saline, and doses refer to
the saltst injections swere adnnnistered inteaperitoneathy, 3 min
after training. These doses of seopolamine were chosen beeanse
in previous experiments it was found that 2,0 and 4.0 mg/ke
did not produce memory impagrments, 6.0 mg/kg prodoced a
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S detion i retention, whibe 80 and 12,0 m/ke mdieed 2
profound amnesic state 14,

Resilts aond Diovcusaon

Phights significant dillerences became evdent when compir-
ing retention scores, Hih) - 2967, p o< OO The L-tests
showed that duripg retention testing there were no significant
differences among the groups, except for the asimals it had
been injected with B0 me/he of scopolantine, which showed
nurked stnesic state and dulered trom cach of the rest o the
groups (p's ranging Hom 0001 10 0.0001); the group that had
been treated with 6.0 tig kg o scopolamine showed a retention
score between those of the ammals treated with 4.0 and 8.0 my’
kg of scopulapyine (p's - 0,02 and 0.001. respectively). which is
very similar to tha reported earlier ¢4). Figore 1 depicts thes
results,

The amnesie eflects of seopolamine (1) were repheated. and
strengthen the view that central acetvicholine is impartantdy -
valved in memory vonsolidation. The Bt that the gnimals that
had been injected with saline showed as good retention scores
as the animals thar did not receive any treatarent indicates that
those deficits observed aler drug injection were not due 1a pos-
sthle stress reactions derised from the injection progedure

It has been reported that stmial} doses of muscarinic blawkers,
given before trmining of passive avoidance. produce stgnificant
retention deficits, as compared with reliatively high doses needed
w produce amnesia when administered postiraining (e, 0.3
mg/kg vs. H 1o 30 mg/hg of scopolamine) (1), To our case. am-
nesia was obtained with ¢ and 8 mg/kg, but nat when 2 or 3
mp/kg had heen injecied. Tt is likely that pretraiming adminis-
tration is more etlective because animals are ained when mus-
carinic receplars are blocked, and. thus, the possibilivies of
impeding the consolidation process, in which acetylcholine s
presumably involved is geeater: in contrast. when the drngs age
given atter wraining. a humber of acetylchuhine-receptors had
been activated. and a higher dose is needed 1o counterbilance
this process.

300'1

o

250 1

200 1

160 -

- 2 m =- m 2
L

100

50

n [N [e———

Nt Na MS 52 54 56 s8

FIG. 1 Bars represen) mediom retsention scares 4in secondsi ol the groups
thid were trained with 0.7 mA. Abbreviations are as 1allows: 7. not
weated: the rest of the groups were injecled. intraperitoneally, 5 min
alier iwnning with: Na.isotonic saline sotution: MS. methy lsmﬁul;lmmc
€8 0 /ey or scopolamine vdrobromide (82, S4. 86, and S8 20, 4 0.
b and 8 O mg/kpe tespectively). *p < 0.0200 S %0 < 0001 v, vich
of the rest ol the groum

107



CHOLINFRGIC BEOCKADE AND MIEMORY

Lhat the intesterence wath consobdanon of the 1ask was dae
e blochade of centrab moscaringe receptons can be fesred from
the fact that the myiecnon of methyseopotamine, wihnch does
not reidily cross the blood -brien barmer, did not produce re-
tention deticis. The Lack o etlect of the methyheopoliimine
(170 and of the loser doses of scopolamine had been carhier
demonstrated (4% these findings suggest it a certain nuimber
af centnl muscirmic receptors nust be bloched 1o impede the
consoldabhion progess,

t NPERIMEND 2

It has Deen consisiently found that both overtrtining and
orversreinforeement protect against the amnesic etfects of sysiemie
and  coentral admuistration of muscarine blockens  [eg
CHAG T These indings prampied us to explose the effeets of
anticholinerere treatmient on memory consolidation of a tash
learned under condinions of low lesels of reifoseement.

Froatment

Eleven groups of rats (1~ 20 per group) were studied. Fach
group was trioned with one of the following foolshock itensitaes:
DO 0L 020300050607 0809 or LOmA Hall the
groups was mjected. 3 mum after tsuning, with 8.0 mg/hy of
seopalamine hvdrobromide tSigmia. dissolyed i isotomie saline
saluhion (thes dase refers 1o the salty, The data referring, 1o the
ammals ratped st 0.7 s were tshen rom Experttent |,

Rosulis and DNivcysseon

There were highly significant differences dunng retention
testing. 7021 = 2083 p < Q0000 Figure 2 sitows thit, for
the antreated graups. as the intensiny of foatshiock wsed during
traiting was increased. o carrelitive increment in relention .
tencies was produced unnil starting at 0.6 m AL optinmad perfor-
mance was achieved. However, there wits naindicatian of learn-
ing in the groups trained with 0.1 and 0.2 A, inasmuch as
their pertormances did not differ significantly lrom that of the
group that did not receive any footshock dunng training (0.0
mA group). Starting at 0.3 mA, alf groups showed signilicantiy
higher retention scores than the tter group (s maging from
0.03 10 001,

With respect 1o the etlects of scopolamime trestinent, no dif-
ferences in retention were found within iny gisen iniensity, ex-
cepl for those graups that had been trained with 07 and 0 8
mAL where the dngged animals showsed a siificant impairment
i rerention et to their respeaine controls (p - 0.02).

it s anteresting to note that when g fooshock alf 0.0 mA was
used dunng tramnimg. both the control and the scopolannne-
treated groups shawed perfect retention: thus, itcan he postulated
thiet, although behaviorally these anmaly showed esecllent
memon —md because scopolanune id not interfere with re-
tention-—the 4versive esperionce wis not intense vnough to Jdeve
cholinergie neurons to produce consolidation, and thit other
neurochenucal svstems aintervened i iis function: alternanvehy.
acehlchohne may participaie i aader-remforeed leirning, but
i5 not indispensahle for its establishment.

No motor. pereeptual. or motvational interferences cin by
postulited 1 explam these results, becinse for every intensity
retention latencies of the scopolamime-treated animals did 1ot
differ signmiheantly from the controls tescept for the 0.7 and 0.8
mA croupal thus o the drug had atfecicd some nonassociatis e
Tuneirons then the same latencies should have been fonnd s all
of the scopatanyne-treaied groups: such wis oot the case, An-
other argument agarmist possible nonassociative interference with

hARE!
100 - CRCO (1 Cm
b f
260
R
E 200
T
" mw
LERY
T »
I 50{ NO LEARNING
T e e E ]
0 o.r\-[.n-[.lﬁli jhgt I 3
N 00 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0:
CZnor vReaten B SCOPOLAMINE

P12 Bars represent median retention scores (insecoids) Figures wimder
bats represent sntensity ol [ootshock (inA) used dunpg wiinmg. The
expentmental groaps (SCOPOLAMINE) were sjected with scapobiinne
hydrobromide (8.0 mghgd. Al reatments were admonstered § oun alter
tramng. Lhe retention scores of Uie groups that b been tramged with
O and 0.2 A did not difler signiticanily from than of the groups that
was not given otshock (NO EEARNING). *p < (L02 s ity conrol
graup.

perfornmance 1s the fact that 3 animals were trimned and tesied
inan nondrugged state. e the antimuseantnic drug was injected
after trming, and retention westing was conducted 24 0 Jater,

Consistent with the baerature, the results of Experimeng 2
validane, onee again, the repotted amnesic effects of scopalamine
(12300058 they also represent a replication of the protective
cllect of over-ranforcement against antimuscarinic-induced
amnesia (44 memon consalidiation was disrupted when sco-
polamine was injected after imuning with 0.7 and 0.8 ma, b
iwas totally ineilective when the foorshock imtensity was -
creased 1o 0 and 10 mA.

The main finding of this experiment was that scopofamine
did not produce recntion deficits when the animals had been
subitted to under-reintorced learning (G 3-0.6 mA)Y Fhis sur-
pristhg utlcome suggests that jusy as there s a threshold Tor the
protective elfect of over-reitforcement agitinst scopalimine-in-
duced amnpesia 3y, there also seems 1o be o ninimal amount of
aversive stimulation than must be reached to actisate the chae
linergie mechanisms thit are involved i memory consolidation,

Fahen topether, these findings suggest that witho a certuaimn --
ravhet fmated - range of aversive satensities, acetslehobine re-
ceprors st beactive so tha consoelidation may oceur: however,
in condiions of under-remtorcement. when the properties of
vivirommental stimualitnon seem nat to be threatening 1o the
integnty of the organsan. acet:lcholine 15 not essential fonr the
storing of tnformation decived from that stingulation. A the
other erd of the mensity scale, onee i threshold s reached (n
the present vase. auincrement of one-tenth of o nuthampere,
e rom 0.8 1o 0.9 cholimenue blockade 18 also anefiective in
producing amnesia becivse. probably, other neurocheiicad sys-
tems ke oser the minemonic Tunctions that had been plised
by acetylcholine.

This proposition does not imply that in conditions of over-
rerntoreement or of undet-reinforcement the cholinergic ssstems
are novanvolved i memory consolidation. What is maplied s
that several systems may be simubiancoush isolved. msuch
wiy that when one system as tunctionally hidered the coneur-
reat activity of other systeins s sutficient tor the development
ol memuon,
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CAPITULO VI

El siguiente paso en el desarrollo experimental de esta
tesis fue determinar si, al iqual que en el caso anterior
(Capitulo V), 1la aplicacién de un reforzador negativo de baja y
alta intensidad es capaz de impedir los efectos amnésicos tipicos

producidos por la lesidén irreversible de la amigdala.

ANTECEDENTES RELEVANTES PARA LAS HIPOTESIS DE TRABAJO DEL

EXPERIMENTO II.

Existen hallazgos que demuestran la participacién de 1la
amigdala en procesos de aprendizaje y memoria. Al parecer el
almacenamiento de la memoria en esta estructura esta restringido
a un periodo critico después del aprendizaje

Algunas evidencias sugieren que la amigdala tiene un papel
modulador en los procesos de aprendizaje y memoria, ya que los
efectos de muchos tratamientos farmacolégicos y de 1lesién
administrados después del entrenamiento son dependientes del
tiempo.

Existen controversias en experimentos disefados a
investigar los efectos de lesiones en la amigdala después del
entrenamiento. Algunos de estos experimentos indican que las
lesiones en la amigdala realizadas después del entrenamiento
deterioran la retencién de la tarea entrenada, mientras que otros
estudios indican que la retencién no se altera.

Algunas evidencias sugieren que estos datos contradictorios
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obtenidos en diferentes experimentos, pueden deberse en parte a
las diferencias en la magnitud del reforzamiento administrado
durante el entrenamiento (ver Capitulo II).

Un experimento reciente que fue disefiado para examinar los
efectos de las variaciones de reforzamiento sobre 1la retencién
de una tarea de evitacidén pasiva, en ratas a las que se les
lesiond la amigdala con una neurotoxina  después del
entrenamiento. Las variaciones en el reforzamiento consistieron
en dar 1, 10 o 20 ensayos. El aumento en el nimero de ensayos en
la tarea atenud el efecto amnésico producido por 1la lesidn
(Parent, Tomaz, McGaugh, 1992; cita bibliogrdfica en la seccidn
de referencias del Capitulo 7).

Este hallazgo no ha sido explorado con mds detalle. Si este
fenémeno se repitiera, utilizando como variaciones en el
reforzamiento diferentes magnitudes de choque eléctrico en las
patas del animal se podria apoyar la hipbotesis de que la amigdala
no es un sitio de cambios permanentes subyacente a 1los
aprendizajes motivados aversivamente, 1lo cual ampliaria el
conocimiento de la participacién de esta estructura en los
procesos de memoria.

Basdndonos en las consideraciones anteriores Y con el
propdsito de explorar la posibilidad de que las lesiones de 1la
amigdala produzcan diferentes grados de la retencién de una
tarea de prevencién pasiva, utilizando en el entrenamiento de 1los
animales diferentes intensidades de reforzador negativo (choque

eléctrico}, se planted el presente experimento.
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HIPOTESIS

1. La lesién irreversible de la amigdala, inducida por la
aplicacién de NMDA no producird deterioros en la evocacién de la
memoria, en animales entrenados en una tarea de prevencién
pasiva, utilizando intensidades bajas de estimulo nociceptivo.

2. La lesidén irreversible de la amigdala, inducida por la
aplicacién de NMDA producird deterioros significativos en la
evocacién de la memoria, en animales entrenados en una tarea de
prevencién pasiva, utilizando intensidades intermedias de
estimulo nociceptivo.

3. La lesién irreversible de la amigdala, inducida por 1la
aplicacién de NMDA no producird deterioros en la evocacién de 1la
memoria, en animales entrenados en una tarea de prevencidn
pasiva, utilizando intensidades altas de estimulo nociceptivo.

Estas hipétesis fueron sometidas a la prueba experimental

que se presenta en el siguiente manuscrito.
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Abstract

Previous findings from this laboratory indicate that the memory impairing effects of
posttraining amygdala lesions are attenuated by increasing the number of training trials given
prior to the induction of the lesion. The aim of the present experiment was o determine
whether the degree of impairment is also influenced by the footshock intensity used during
training, Rats were given one trial of inhibitory avoidance (IA) training with either no
footshock or a footshock at one of three intensities. One week later, sham or neurotoxic
amygdala lesions were induced. On a retention test performed 4 days after surgery, the
performance all amygdala-lesioned rats given footshock training, including those given the
lowest training footshock, was better than that of amygdala-lesioned rats given no training
footshock. These findings of preserved retention of IA learning in rats given posttraining
amygdala lesions do not support a general hypothesis that the amygdala is a locus of permanent

changes underlying aversively motivated learning,
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It is well established that the amygdala is involved in aversively-motivated learning and
memory (Aggleton, 1992; Sarter & Markowitsch, 1985). There is, however, conflicting
evidence conceming the long term participation of the amygdala in the changes underlying
fear-motivated learning. On one hand, there is ample evidence suggesting that the amygdala
may serve as a long term locus for the memory of fear. For example, lesions of the amygdala
block the expression of several conditioned fear responses, including conditioned freezing,
(Helmstetter, 1992; LeDoux, Cicchetti, Xagoraris, & Romanski, 1990; Phillips & LeDoux,
1992), shock sensitization of startle (Hitchcock, Sananes, & Davis, 1989; Sananes & Davis,
1992) and fear potentiated startle (Hitchcock & Davis, 1986; Kim & Davis, 1993; Sananes &
Davis, 1992). On the other hand, other evidence suggests that the amygdala may only be
temporarily involved in the changes induced by fear-motivated learning. Posttraining
amygdala lesions impair inhibitory avoidance retention performance if the lesions are induced
2 days after training, but have no effects if the lesions are induced 10 days after training
(Liang, McGaugh, Martinez, Jensen, Vasquez, & Messing, 1982). Similarly, reversible
inactivation of the amygdala impairs inhibitory avoidance retention performance when
retention is assessed 2 days after learning, but has no effect when retention is assessed 21 days
later (Liang, 1991).

If the amygdala permanently mediates the changes underlying inhibitory avoidance
learning, then amygdala lesions induced after training should impair retention performance,
regardless of the degree of prior training. However, there is evidence that the memory-
impairing effects of posttraining amygdala lesions are attenuated by increasing the amount of
preoperative training (Goldstein, 1974; Parent, Avila, & McGaugh, submitted; Parent,
Tomaz, & McGaugh, 1992; Parent, West, & McGaugh, in press; Thatcher & Kimble, 1966).
For example, we have found that the retention performance deficit produced by amygdala
lesions is attenuated by giving rats an increased number of escape training trials prior to the
induction of the lesion (Parent, Avila, & McGaugh, submitted; Parent, Tomaz, & McGaugh,

1992; Parent, West, & McGaugh, in press). The present experiment further examined the
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effect of degree of training on the memory-impairing effects of posttraining amygdala lesions.
In this experiment, the rats received only one training trial and the intensity of the footshock
was varied.
Materials and Method.

Subjects

One hundred and two male Sprague-Dawley rats (Charles River Labs., Wilmington,
MA), weighing between 175 to 200g upon arrival, individually housed in a temperature- and
light- controlled vivarium (22 0C 12:12-hr light dark cycle; lights on at 7:00 a.m.), were
used. The rats were provided with food and water ad lib and acclimatized to laboratory
conditions for one week prior to behavioral training.
Behavioral apparatus and procedure

The training apparatus was a trough-shaped alley (91 cm long, 20 cm wide at the top,
6.4 cm wide at the floor, 15 cm deep) that was separated into two compartments by a
guillotine door that opened by retracting into the floor. The starting compartment (31 cm
long) was illuminated by a tensor lamp (14W), whereas the shock compartment (60 cm) was
dark. The apparatus was located in a sound-attenuated, non-illuminated room. Each rat was
placed into the lighted compartment with its head facing away from the door., When the rat
turned around and faced the door, the door was opened. Immediately after the rat entered the
dark, shock compartment with all four paws, the door was closed and a footshock was
delivered through stainless steel floor plates for 3 sec. The rat was then removed from the
apparatus and returned to its home cage. Diffcrent groups of rats received the one-trial
training using either a 0.45, 0.75, or 1.25 mA footshock. An additional group of rats received
no footshock upon entering the dark compartment,

One week following the inhibitory avoidance training, sham or amygdala lesions were
induced. Four days after surgery (11 days after training), inhibitory avoidance retention
performance was assessed. Each rat was placed in the lighted, safe compartment with its head

facing away from the door. Thirty seconds later, the door was opened and the latency to enter
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the dark, shock compartment and the total time spent in the lighted, safe compartment were
recorded for 600 sec.
Surgical procedure

The rats received atropine sulfate (0.4 mg/kg ip) and were then anesthetized with
sodium pentobarbital (50 mg/kg ip). The skull of the rat was fixed to a stereotaxic frame
(Kopf Instruments, Tujunga, CA). Bilateral amygdala lesions were induced by injecting the
neurotoxin N-Methyl-o-Aspartic acid (NMDA; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) through
an injection needle that was lowered into the amygdala (anterior-posterior = -2.3 mm from
bregma, medial-lateral = +4.40 mm from midline, dorsal-ventral = -7.7 mm from dura,
nose bar = -3.30 mm from interaural line; Paxinos & Watson, 1986). The NMDA was
dissolved in phosphate-buffered saline (pH = 7.4; 0.119 g sodium phosphate monobasic
dydrate and 0.029 g sodium phosphate dibasic in 100 ml 0.9% NaCl) and injected (10 pg/pl,
0.8 pl/4 min) through a needle (30 gauge, 17 mm) which was attached to a 10 pl micro
syringe (Hamilton Co., Reno, NV) via polyethylene tubing (PE-20) using an automated Sage
syringe pump (Orion Research, Inc., Boston, MA). To minimize dorsal diffusion, the
injection needle was kept in place for 3 min following the injection. The bilateral lesions were
induced sequentially, the burr holes were sealed with bone wax, and the scalp incision was
sealed with surgical silk. Sham animals received the same surgical treatment, with the
exception that the injection needle was lowered to the level of the caudate-putamen dorsal to
the amygdala (dorsal-ventral = -4.0 mm from dura) for 7 min on each side and no solution
was infused,
Histology

Following the completion of the behavioral tests, the rats were anesthetized with an
overdose of sodium pentobarbital (150 mg/kg ip) and perfused intracardially with 0.9% saline
followed by 10% phosphate-buffered formalin. The brains were removed and placed in a 20%
sucrose-10% forrﬁalin solution, refrigerated at 5 ©C for approximately one week, and then

were sectioned at a thickness of 40 um with a freezing microtome and stained with thionin.
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The sections were examined under a light microscope (Olympus BH-2) by an observer that was
not aware of the behavioral results.
Statistics

Retention latencies and time spent in the lighted, safe compartment were analyzed using
the nonparametric Kruskall Wallis and Mann Whitney U statistics. An alpha level of 0.05 was

used as a criterion of statistical significance.

Results

Histology

Examination of the brain sections revealed decreased neuronal density and the presence
of gliosis in the lesioned areas. Also, vacuoles were present in the lesioned areas of several
rats, suggesting that there may have been some minimal damage to fibers passing through the
amygdala. Figure 1 shows a photomicrograph of a large NMDA -induced amygdala lesion
observed in the present experiment (A) 20X and (B) 100X magnification. The arrows identify
a border of the lesion for both magnifications. Large amygdala lesions were defined as those
lesions that encompassed both the basolateral complex and the central nucleus bilaterally,
whereas small lesions were defined as those lesions that encompassed only the central nucleus
or basolateral complex, but not both bilaterally. Histological analyses indicated that 18
lesioned rats had large bilateral amygdala lesions, 7 lesioned rats had small bilateral amygdala
lesions, and 32 rats had a large lesion in one hemisphere and a small lesion in the other. In
some brains, damage was also observed in the corticomedial amygdala region (n = 46), the
adjoining cortex lateral to the amygdala (n = 21), or the caudate dorsal to the amygdala (n =
20) in at least one hemisphere. Statistical analysis of the retention performance of rats with
bilaterally large or bilaterally small lesions indicated that there was no relationship between
lesion size and the retention performance of lesioned rats given footshock during training

(retention latency: F(5,15) = 1.57; p > .05; time in lighted compartment: F(5,15) = 1.14: p

> .05).
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Insert Figure 1 about here

Retention latencies

The results of the retention test are shown in Figure 2, Overall, the groups differed
significantly in retention latencies (Figure 2A; H(7,102) = 35.19; p < .001). The
administration of a footshock during training significantly affected the retention performance
~ of sham rats: Sham rats trained with the higher footshock intensities had longer retention
latencies than did sham rats trained with the lower footshock intensities [H(3,45) = 13.88; p
< .01]. The retention latencies of sham rats given a 1.25 mA footshock (SHAM-1.25) were
significantly longer than those of sham rats given a 0.45 mA (SHAM-0.45) footshock or no
footshock (SHAM-NO SHOCK; ps < .0l), Similarly, the retention latencies of sham rats
given a 0.75 mA footshock during training (SHAM-0.75) were significantly longer than those
of SHAM-NO SHOCK rats (p < .03).

Insert Figure 2 about here

The administration of a footshock during training also significantly affected the
retention latencies of amygdala-lesioned rats {H(3,57) = 11.51; p <. 01]. The retention
latencies of lesioned rats given a 0.45 mA (LESION-0.45), 0.75 mA (LESION-0.75), or 1.25
mA (LESION-1.25) training footshock were longer than those of lesioned rats given no
training footshock (LESION-NO SHOCK; ps < .05). Although there was a tendency for
enhanced retention performance in amygdala-lesioned rats trained with the highest footshock,
the retention latencies of LESION-0.45, LESION-0.75, and LESION-1.25 rats did not
significantly differ (ps > .05). In addition, the retention latencies of SHAM-NO SHOCK and

LESION-NO SHOCK rats did not differ (p > 0.05). 19
1



The amygdala lesions significantly impaired retention performance. The retention
latencies of LESION-1.25 rats were significantly shorter than those of SHAM-1.25 rats (p <
.01). However, the amygdala lesions did not impair the retention performance of all groups:
the retention latencies of SHAM-0.45 and LESION-0.45 rats and those of SHAM-0.75 and
LESION-0.75 rats did not significantly differ.(ps > .05),

Time in the lighted, safe compartment

Overall, the groups differed significantly in the amount of time spent in the lighted,
safe compartment (Figure 2B; H(7,102) = 35.19; p < .001). The administration of a
footshock during training significantly increased the total amount of time sham rats spent in the
lighted, safe compartment. Sham rats trained with the higher footshock intensities spent more
time in the lighted compartment than did sham rats trained with the lower footshock intensities
[H(3,45) = 12.19; p < .01]: SHAM-1.25 rals spent more time in the lighted, safe
compartment than did SHAM-0.45 and SHAM-NO SHOCK rats (ps < .0)).

Overall, the administration of a footshock during training did not significantly affect
the total amount of time amygdala-lesioned rats spent in the lighted, safe compartment
[H(3,57) = 6.22; p > .05]. However, post hoc analyses with a Mann Whitney U test
“indicated that LESION-0.45 and LESION-1.25 rats spent more time in the lighted, safe
compartment than did LESION-NO SHOCK rats (ps < .05). Although there was a tendency
for better retention in amygdala-lesioned rats trained with the highest footshock, LESION-
0.45, LESION-0.75, and LESION-1.25 rats did not significantly differ in the total amount of
time spent in the lighted, safe compartment (ps > .05). SHAM-NO SHOCK and LESION-
NO SHOCK rats also did not differ (p > 0.05).

The amygdala lesions significantly impaired retention performance. . LESION-1.25 rats
spent less time in the lighted, safe compartment than did SHAM-1.25 rats (p < .01). This
impairment was not observed in all lesioned groups. SHAM-0.45and LESION-0.45 rats did
not differ in total amount of time spent in the lighted, safe compartment (p > .05). Similarly.

SHAM-0.75 and LESION-0.75 rats did not ditfer (p < .08§). 120



Discussion

The present findings indicate that the administration of a training footshock influenced
the inhibitory avoidance retention performance of both sham and amygdala-lesioned rats. In
both groups, the retention performance of groups given footshock during training was
significantly better than that of groups that were not given footshock. Such findings indicate
that there was spared retention of the training experience in the lesioned groups. Consistent
with previous reports (Bucherelli, Tassoni, & Bures, 1992; Liang, et al., 1982, Parent,
Tomaz, & McGaugh, 1992), large amygdala lesions induced following training impaired
retention performance. However, compared to rats given a low footshock, there was a
tendency for increased retention performance in amygdala-lesioned rats given a higher training
footshock, although the increase was not comparable to that observed in sham rats and was not
statistically significant.

The finding that some retention is spared in amygdala-lesioned rats is congruent with
numerous reports indicating that posttraining amygdala lesions attenuate, but do not completely
block, the expression of memory (Brady, Schreiner, Geller, & Kling, 1954; Bucherelli,
Tassoni, & Bures, 1992; Cahill & McGaugh, 1990; Parent, Tomaz, & McGaugh, 1992;
Parent, West, & McGaugh, in press; Weiskrantz, 1956; Werka & Zeilinski, 1978). It remains
possible that amygdala regions that were not affected by the lesions may have mediated the
spared retention observed in lesioned rats. However, the finding that lesion size did not
correlate with retention performance makes this possibility less likely. The present findings
are also consistent with previous data indicating that the memory-impairing effects of
posttraining amygdala lesions are influenced by the degree of preoperative training (Goldstein,
1974; Parent, Avila, & McGaugh, submitied; Parent, Tomaz, & McGaugh, 1992; Parent,
West, & McGaugh, in press; Thatcher & Kimble, 1966). We have found that the degree of
inhibitory avoidance retention impairment produced by posttraining amygdala lesions is
influcnced by the number of trials received during training (Parent, Avila, & McGaugh,

submitted; Parent, Tomaz, & McGaugh, 1992, Parent, West, & McGaugh, in press). The
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finding that increased footshock intensity did not completely eliminate the memory-impairing
effects of amygdala lesions is in contrast to finding that increased footshock intensity during
inhibitory avoidance training completely eliminates the memory impairing effects of
posttraining reversible inactivation of the caudate-putamen (Perez-Ruiz & Prado-Alcala, 1989)
or posttraining antagonism of the caudate-putamen cholinergic system (Giordano & Prado-
Alcala, 1986). Such differences suggest that the amygdala and the caudate putamen have
different roles in the retention of inhibitory avoidance leaming.

In summary, the present findings indicated that memory of inhibitory avoidance
training is partially preserved in rats that received amygdala lesions one week following
training. All lesioned rats, including those that were trained with the lowest footshock
intensity, had significantly better retention performance than lesioned rats that did not receive
footshock. Such findings do not support a general hypothesis that the amygdala is a locus of
permanent changes underlying aversively motivated learning. The present findings do not,
however, address the hypothesis that the amygdala may'mediate the changes underlying other

types of less complex fear conditioning (Kim & Davis, 1993).
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Figure Captions:
Figure 1. Photomicrograph of an N-methyl-p-aspartate-induced amygdala lesion observed in
the present experiment: (A) 20X magnification and (B) 100X magniﬁcalion.r The arrows
identify a border of the lesion for both magnifications.
Figure 2. Effects of amygdala lesions and footshock intensity on (A) median (interquartile
range) latency to enter the dark, shock compartment and (B) median (interquartile range) time
spent in the lighted, safe compartment (* p < 0.05 vs. sham-no shock; @ p < 0.05 vs. sham-
0.45 mA; ® p < 0.05 vs. sham-1.25 mA; Q p < 0.05 vs. amygdala lesion-no shock; n =9
~ 16 per group.
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CAPITULO VII

DISCUSION

Los objetivos planteados en este trabajo fueron: a)
determinar si al igual que el sobrerreforzamiento, el
entrenamiento con bajos niveles de reforzamiento tiene un efecto
protector de la memoria, y b) corroborar el efecto protector del
sobrerreforzamiento.

EXPERIMENTO I

Los resultados obtenidos en el Experimento I, claramente
cubrieron ambos objetivos y, ademds, permitieron aceptar las
hipdétesis de trabajo propuestas para este experimento, que

fueron:

1. E1 bloqueo generalizado de la actividad colinérgica no
producira deterioros en la consolidacién de la memoria, en
animales entrenados en una tarea de prevenci6tn pasiva, utilizando

intensidades bajas de estimulo nociceptivo.

Como se muestra en la Figura 2 del primer experimento, la
validez de esta hipétesis de trabajo es obvia. Las intensidades
mids bajas (0.1 y 0.2 mA) utilizadas durante el entrenamiento, no
fueron suficientes para inducir el aprendizaje de prevencién
pasiva, ya que al comparar la retencién de los grupos entrenados
con estas intensidades con la de los animales que no recibieron

el choque eléctrico no se encontraron diferencias
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estadisticamente significativas. Al estimular con pequenos
incrementos de la intensidad del choque eléctrico (0.3, 0.4 y 0.5
mA), los grupos controles (no tratados) mostraron un incremento
pequefio, pero significativo, en las latencias de retencién, con
lo cual se demostrd que fueron capaces de aprender. Al
incrementar adn mds la intensidad (0.6, 0.7, 0.8, 0.9 y 1.0 mA)
los grupos controles mostraron una retencién perfecta. Estos
resultados son congruentes con lo que era de esperarse, es decir,
que conforme se incrementa la intensidad de un estimulo aversivo,
mejor serd la adquisicién y retencién del aprendizaje de
prevencidn.

Los aspectos mAs interesantes de este experimento, que
permiten aceptar la hipbétesis de trabajo, son los referentes a
los grupos experimentales, inyectados con el agente
antimuscarinico. Cuando el entrenamiento se llevd a cabo con las
intehsidades bajas del reforzador, pero suficientes para que los
animales aprendieran (de 0.3 a 0.6 mA), el bloqueo colinérgico
generalizado no indujo deficiencia alguna en la retencién de 1la
tarea.

En virtud de que los tratamientos se aplicaron 5 minutos
después del entrenamiento, tiempo durante el cual muy
probablemente todavia estd llevindose a cabo el proceso de
consolidacién de la memoria (Prado-Alcald, Ferndndez-Samblancat y
Solodkin~-Herrera, 1985), podemos inferir que la ejecucién de 1la
tarea se debidé a que en las condiciones experimentales de bajo
nivel de reforzamiento, la actividad colinérgica no es necesaria

para que dicho proceso de consolidacién se lleve a cabo, Yy gque
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otros sistemas neuroquimicos son responsables del proceso de
consolidacién.

Esta es la primera vez que se reporta en la literatura
cientifica el efecto protector de bajos niveles de reforzamiento
negativo. El Gnico antecedente gque conocemos se refiere a la
falta de efecto amnésico de la escopolamina en una tarea de
presionar una palanca, mediada por un reforzador positivo (agua).
En este experimento, se compard la ejecucién de ratas deficientes
en la tarea, es decir ratas con niveles de repuesta muy bajos (y
que por lo tanto recibian un ndmero reducido de reforzadores),
con la ejecucidn de ratas suficientemente entrenadas.
Sorpresivamente, la aplicacidén intraestriatal de escopolamina
produjo un cuadro amnésico solamente en 1las ratas normales
(valle, 1980).

2. El bloqueo generalizado de la actividad colinérgica no
producird deterioros en 1la consolidacién de 1la memoria, en
animales entrenados en una tarea de prevencibén pasiva, utilizando

intensidades intermedias de estimulo nociceptivo.

En la misma Figura 2 puede verse que con intensidades
intermedias de choque (0.7 y 0.8 mA), la inyeccién de 1la
escopolamina produjo un estado amnésico considerable. Este
resultado era esperado ya que ha sido descrito miltiples veces vy,
de hecho, es considerado como un modelo clasico de amnesia

(referencias 1, 2, 5, 10, 15 del Experimento I).

3. El bloqueo generalizado de la actividad colinérgica no

producira deterioros en la consolidacién de 1la memoria, en
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animales entrenados en una tarea de prevencién pasiva, utilizando

altas intensidades de estimulo nociceptivo.

Ahora bien, al aplicar el estimulo aversivo de 0.9 y 1.0 mA,
el efecto amnésico de la escopolamina desaparece. Este efecto, o
mds bien falta de efecto, nos permite aceptar 1la hipétesis
propuesta. Este resultado corrcbora los reportados por
Dur&n-Arévalo et al. (1990) y por Cruz-Morales et al. (1992),
dando asi un fuerte apoyo a la idea de que en condiciones de
sobrerreforzamiento la actividad colinérgica tampoco es necesaria
para que se consolide la memoria.

En conjunto, estos resultados sugieren que dentro de un
ciertos limites de intensidades bastante estrecho, receptores
colinérgicos muscarinicos deben ser activades para que se
produzca la conseclidacién de 1la memoria. Sin embargo, 1la
acetilcolina no es esencial para el almacenamiento de 1la
informacién derivada del aprendizaje mediadc por bajo
reforzamiento.

En el otro extremo de la escala de intensidades, una vez que
se ha alcanzado un umbral (en el presente experimento, un
incremento de 1/10 de miliamperio, es decir, de 0.8 a 0.9 mA), el
bloqueo colinérgico también es inefectivo para producir amnesia
ya gque, probablemente, otros sistemas neuroquimicos asumen las
funciones mnémicas que habian sido mediadas por la acetilcolina.

Estas proposiciones no implican que durante el
sobrerreforzamiento o que en condiciones de bajo reforzamiento

los sistemas <colinérgicos ne estén involucrados en la
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consolidacién de la memoria. Lo que se quiere decir es que varios
sistemas neuroquimicos (incluyendo el colinérgico) pueden estar
involucrados simultianeamente en este proceso, de tal manera que
cuando uno de ellos no funciona normalmente, la actividad
concurrente del resto es suficiente para el establecimiento de la
memoria.

Una interpretacién alternativa para los resultados obtenidos
cuando se utilizdé el sobrerreforzamiento es que el bloqueo de los
receptores muscarinicos no interfirié con la consolidacién de la
memoria, debido a que el momento en que se aplicé la escopolamina
no fue adecuado. En otras palabras, es posible que la aplicacidn
de una intensidad relativamente alta de choque eléctrico haya
inducido una aceleracién en el proceso de consolidacién, que pudo
haberse llevado a cabo antes de la inyeccidén del anticolinérgico
o antes de gue se hubiese alcanzado el nivel cerebral o6ptimo de
dicha droga, es decir, dentro de los primeros 5 minutos después
del entrenamiento.

Un estudio reciente (Quirarte et al., 1994; ver Apéndice) en
el que se tratdé de discernir entre estas dos posibilidades, se
encontrd que la primera posibilidad es mads factible, es decir,
que en condiciones de sobrerreforzamiento el sistema colinérgico

ya no es necesario para la consolidacidén de la memoria.
EXPERIMENTO 11

Los objetivos propuestos en esta tesis también fueron
cubiertos en este experimento: a) determinar si, al igual que el

sobrerreforzamiento, el entrenamiento con bajos niveles de
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reforzamiento tiene un efecto protector de 1la memoria, y b)
corroborar el efecto protector del sobrerreforzamiento.

De nuevo, las hipétesis de trabajo fueron:

1. La lesién irreversible de 1la amigdala, inducida por 1la
aplicacién de NMDA no producira deterioros en la evocacién de la
memoria, en animales entrenados en una tarea de prevencién
pasiva, utilizando bajas intensidades de estimulo nociceptivo.

2. La lesidon irreversible de la amigdala, inducida por la
aplicacién de NMDA producirda deterioros significativos en 1la
evocacién de la memoria, en animales entrenados en una tarea de
prevencién pasiva, utilizando intensidades intermedias de
estimulo nociceptivo.

3. La lesidén irreversible de la amigdala, inducida por la
aplicaciéon de NMDA no producira deterioros en la evocaciédn de la
memoria, en animales entrenados en una tarea de prevencién
pasiva, utilizando altas intensidades de estimulo nociceptivo.

En contraste con lo encontrado en el Experimento I, en este
caso las hipdbtesis 1 y 3 fueron rechazadas, ya que los niveles de
reforzamiento tanto bajos como altos no impidieron que la lesién
de la amigdala indujera una deficiencia significativa en 1la
retencidén de la tarea. S6lamente la sequnda hipdtesis se cumplié,
es decir, la lesién amigdalina también produjo una interferencia
con la retencién cuando los animales fueron entrenados con un
nivel intermedio de reforzamiento.

Con respecto a la incapacidad del bajo nivel de
reforzamiento para proteger a los animales en contra del efecto

amnésico de las lesiones de la amigdala, no encontramos en la
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literatura experimentos relacionados con este problema, de tal
manera que no contamos con elementos tedricos gque permitan
explicar este resultado. Debemos tener en cuenta, sin embargo,
que las lesiones producidas por el NMDA no necesariamente se
restringen al Area en la que se inyecta el neurotéxico. Este tipo
de sustancia, ademds de producir la muerte de neuronas en la zona
de aplicacién, también produce una degeneracibén anterdégrada de
axones, con lo cual también se ve afectada en forma permanente la
fisiologia de las regiones con las que estd conectada la
estructura. As{ pues, es factible que el deterioro en la
ejecucién se haya debido, no sélo a 1la interferencia con la
actividad de la amigdala, sino también a un mal funcionamiento en
regiones cerebrales a las que proyecta esta estructura (por
ejemplo, sustancia innominata, ndcleo basalis magnocelularis,
nicleo acumbens, tubérculo olfatorio, hipotdlamo, etc.). En otras
palabras, el efecto deteriorante de la lesidén se pudo deber a 1la
combinacién de 1lesiones de la amigdala y demas estructuras
involucradas.

Con respecto a 1la deficiencia observada en las ratas
lesionadas, que fueron entrenadas con una nivel intermedio del
reforzador, en el Capitulo II se describe un buen nlmeroc de
experimentos que permitian esperar este resultado.

Por uUltimo, en contra de lo esperado, el entrenamiento con
la intensidad mads alta no produjo la proteccién en contra de 1la
amnesia consecutiva a la lesién amigdalina. Este resultado puede
ser interpretado cuando menos de tres maneras, La primera seria

la misma que se ofrecidé con respecto a la primera hipdtesis
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(lesidén local y en estructuras conectadas con la amigdala).

La seqgunda interpretacién seria que el efecto protector del
sobrerreforzamiento no se observdé porque, precisamente, la
amigdala es una estructura esencial para que la respuesta
condicionada pueda ser ejecutada por los animales de
experimentacidén, independientemente de las caracteristicas de los
reforzadores negativos. En otras palabras, se necesita de su
participaciédn para que se haga patente la retencién de la tarea
aprendida, a pesar de gque durante el entrenamiento se hayan
aplicado intensidades altas del estimulo aversivo
(sobrerreforzamiento).

La tercera posibilidad que se plantea, es que en nuestra
situacién experimental no se haya alcanzado un nivel de
reforzamiento realmente alto, Actualmente esta posibilidad se
estd analizando experimentalmente en nuestro laboratorio, ya que
dados los antecedentes relevantes a este trabajo (Capitulo II),

ésta parece ser la opcién mas probable.
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A Threshold for the Protective Effect of Over-Reinforced Passive
Avoidance against Scopolamine-induced Amnesia
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Acetylchioline-reeeptor blockers produce amnesia of

aversively motivated behaviors. However, when animals
are submitted to relatively high intensities of footshock
(over-reinforcement), anticholinergic treatment does not
induce memory impairments. The aim of this work was
to determine whether the antiamnesic effect produced by
increasing the magnitude of the negative reinforcer is
gradually established or if a threshold should be reached
to obtain such an effect. Wistar rats were trnined in pns-
sive aveidance using 2.5, 2.6, 2.7, 28, 29 or 3.0 mA; b
min alter training they were given one systemic injection
of scopolamine (B mg/kg). An amnesic state was produced
in the groups that were trained with the fower intensities
(2.5-2.7 mA); with the three higher intensities near-per-
feet retention was evident, These resulls suggest that
acetylcholine is critically involved in memory consoli-
dation, and that by increasing the magnitude of the neg-
ative reinforcer, o threshold is reached where cholinergic
activity of the nervous system is not necessary for the
development of the consolidation process.  © 192 Arademic

Press, lnc.

There is a salid body of evidence showing that
intraperitoneal injections ol anticholinergic drugs
produce amnesia while facilitation of cholinergic ac-
tivity improves memory processes (Bammer, 1982,
Bartus, 1980; Elrod & Buccafusco, 1988, Glick &
Zimmerberg, 1972; Mohs, Davis, & Levy, 1981; Moss
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Aleald, Faculty of Medicine, Physiology Departiment, National
University of México, P.O. Box 70-250, Méxice, D.F. 04510, Méx-
ico. We acknowledge the exceltent lechnical assistance of Er-
nesting Tirado. This work was supported by Consejo Nacionul
de Cieacia y Tecnalogia tGrant D034 1 and by DGAPA-
UNAM (Grant IN202791).
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& Deutseh, 1975; Quatermain & Jung, 198%; Si-
taram, Weingartner, & Gillin, 1978; Sprints, 198%).
Equivalent effeets are seen when alterations of cho-
hinergic funetions are induced in specific areas of
the brain (Dumey, Derer, & Blozovski, 1988, Gior-
dano & Prado-Aleala, 1986; Prade-Alcald, 1985; So-
lana-Figueroa & Prado-Alcala, 1990; Tilson, Harry,
McLamb, Peterson, Rodgers, Pediaditakis, & Ali,
1988). Other lines of evidence indicate that over-
training of active avoidance, i.e., increased number
of training trials or strength of training (Flood, Ben-
nett, Orime, & Rosenzweig, 1975; Flood, Smith, Ben-
nett, Alberti, Orme, & Jarvik, 1986) or over-rein-
forcement of passive avoidance, i.e., high intensities
of footshock (Flood, Bennett, Orme, Rosenzweig, &
Jarvik, 1978), protect against the amnesic efferts
produced by inhibition of cerebral protein synthesis,

Regarding the involvement of eholinergic activity
in memory processes, it has been shown that in-
trastrintal and systemic administrations of mus.
carinic blockers, which consistently produce am-
nesia, are ineffective when animals are overtrained
in positively motivated tasks or when they are over-
reinforced in a passive avoidance situation (Gior-
dano & Prado-Alcald, 1986; Prado-Alcald & Cobos-
Zapiain, 1977, Prade-Alcala, Kaufman, & Moscona,
1980; Duran-Arévalo, Cruz-Morales, & Prado-Al-
cala, 1990).

In the latter studies, animals were given two to
four times the number of training sessions needed
to achieve asymptotic performance (Prado-Alealda &
Cobos-Zapiain, 1977; Prado-Alcald et al., 1980). In
the case of over-reinforcement, the subjects were
exposed to footshock intensities which also were two
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to four times higher than those sufficient to learn
n passive avoidance task (Durin-Arévalo et al,
1990; Giordano & Prado-Aleald, 1986). Thus, it
rould not he determined whether the protective ef-
fect of the enhanced learning experience against the
amnesic effects of anticholinergics is a gradual pro-
cess or whether it is established once a minimum
amount of experience is reached, in an all-or-none
fashion. The present experiment was designed to
determine which of these alternatives is correct,

METIHODS

Animals. One hundred sixty male Wistar rats,
weighing between 250 and 350 g were used. They
were individually housed in a temperature-con-
trolled environment and had free access to solid food
and tap water in their home cages, They were kept
in these conditions starting at least 5 days before
the experiment was initiated.

Apparatus. Training and testing were carried
out in a wooden hox with two compartments of the
same size (30 x 30 x 30 cm}, separated by a guil-
lotine door, The lid of each compartinent and the
guillotine door were made of orange-colored lucite.
The tloor of one of the compartments was a grid
made of aluminum bars (7 nim in diameter), sep-
arated 1.5 em center-to-center. The V-shaped lateral
walls of the second compartment were stainless
steel, and each was continuous with half the floor;
there was a 1.5-em slot separating each half-floor.
Thus, when in this compartment, the rats were in
contact with both walls, which could be electrified
using 2 of the 10 output lines of a stimulator that
delivered scrambled constunt current (BRS/LVE,
Model SGS-003). lumination was provided by a 10-
W light bulb located in the eenter of the lid of the
gridded compartment. The conditioning box was lo-
cated inside a dark, sound-deadening room, provided
with background masking noise (BRS/LVE, Model
AU-502).

Training and testing. During training each an.
imal was put inside the gridded compartment of the
conditianing box; 10 s later the door between the
compartments was opened and the latency to enter
the darker (eleetrifinble) compartment with all four
paws was measured, Once in the second compart-
ment the door was cdosed and a footshock was de-
livered through the stainless steel plates (footshoek
intensities will be specified below); after 5 s the door
was reopened, thus allowing the animal to escape
to the first eompartinent and to remain there for 30
s before being put baek in its hame cage. Aller es-

caping the footshock was turned off. Twenty-four
hours later a test of retention was programmed ex-
actly as the training session, except that the foot-
shack was emitted. IF a rat did not cross within 600
g to the compartment where the shock had been
given, the session was ended and a score of 600 was
assigned.

Treatments.  Independent groups of rats were
studied. These animals were trained with 2.5, 2.6,
2.7,28, 29, 0r 3.0 mA, The intensilies were equiv-
alent to those used in previous work, where DC
constant-current stimulators were used (Giordano
& Prado-Aleald, 1986; Pérez-Ruiz & Prado-Aleala,
1989). For cach intensity there were two groups of
animals: untreated and injected with 8.0 mg/ky of
scopalamine hydrobromide (Sigma). This relatively
high dose of seopolamine was chosen because in pre-
vious experiments il was found that 2.0 and 4.0
mg/kg did not produce memory impairments, 6.0
mg/kg produced a 507 deficit in retention, while
8.0 and 12.0 mg/kg induced o profound amnesic
state (Durdn-Arévalo et al., 1990}, Three additional
groups were studied, which were trained with 2.5
mA, treated with 8.0 mg/kg of methylscopolamine
(Sigma), with isotanic saline solution (NaCly, or
with 4.0 mg/kg of scopolamine hydrobromide. Fi-
nally, there was a group which was trained with
2.8 mA and injected with 12.0 mg/kg of scopola-
mine. There were 10 rats in each of the groups. All
drugs were dissolved in NaCl, and doses refer o the
salts; injections were administered intraperito-
neally, 5 min after training.

Statistics.  The data derived from the retention
tests were not distributed normally. Since the na-
ture of the data did not allow the use of parametric
statisties, the Kruskal-Wallis analysis of variance
was computed for training, escape, and retention
latencies among the groups. When appropriate, the
Mann-Whitney U test was used to compare per-
formances between the main control group (2.5 mA,
injected with NaCl) against each of the rest of the
groups (Siegel, 1956).

RESULTS

No significant differences were found regarding
training and eseape latencies (H{15] = 19.42, p >
A9 and HI15] = 21.84, p > .10, respectively). In
contrast, highly significant differences became ev-
ident when comparing retention scores (H|15] =
30.94, p < .009).

The U tests showed that the group that had been
trained with 2.5 mA and injected with NaCl only
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differed from the groups that had been trained with
2.5, 2.6, and 2.7 mA, which had been treated with
8.0 mg/kyg of scopolamine (p's <2 .005, .05, and .05,
respectively). Figure 1 depicts these results. Nat
shown in Fig. 1 are the data from the animals that
hud been treated with 4.0 (retention median: 312.3)
and 12.0 mg/kg (retention median: 532.8) of sco-
polamine and trained with 2.5 and 2.8 mA, respec-
tively. Neither group dillered significantly in their
retention scores from the NaCl group.

DISCUSSTON

The amnesic effects of scopolamine (Bammer,
1982) and the antiamnesic effect of over-reinforce-
ment (Durin-Arévale et al,, 1990) were confirmed,
thus, the present data lurther support the hy-
potheses that (a) acetylcholine is importantly in-
volved in memory consolidation, and thy after an
increased learning exprrience acetvlcholine is no
longer invalved in this process Privdo-Aleala & Co-
hos-Zaprain, 1977,

That the interferenve wath consohdation of the
task was due ta bloackade of central muscarinic re-
ceptors can be inferred from the fact that the in-
jection ol methylscopolamene, which does not readily
cross the bload brain barrier, did not produce ve-
tention deficits, The lack of effect of the methyl-
scupolamine (Gliek & Zimmerberg, 1972) and of the
lower dose of scopolamine had been carlier dem-
anstrated moan experiment whoere a dose-dependent

amnesic effect was found (Duran-Arévalo et al,
19901, these findings suggest that a certain number
of central muscarinie receptors must be blocked in
order to impede the consolidation process.

Although there are reports showing that inter-
ference with the activity of o number of brain nuclei,
such as the amygdala (Thatcher & Kimble, 1966),
thalamus  (Markowitseh, Kessler, &  Streicher,
1985), strintum (Péree-Ruiz & Prado-Alcald, 1989,
and substantia nigra (Coboes-Zaptain & Prado-Al-
cali, 19863, produces memory deficiencies and that
such interference is innocuous when animals are
overtrained or over-reinforced, no attempts were
mide lo determine the minimal amount of experi-
ence that is needed to observe the protective eflect.

The present study is the first to define the upper
intensity limit at which cholinergic blockade is in-
effective in producing an amnesic state of a passive
avoidance task. As seen in Fig. 1, the over-rein-
forcing effect is established as a step-tike function.
This finding suggests that within a certain range
of aversive intensities, ncetyleholine receptors must
be active so that consolidation may ocecur; once a
threshold is reached (in the present case, an incre-
ment of one-lenth of a milliampere, ie., from 2.7 to
2.8 mA), cholinergic blockade (induced by doses of
scopolamine as high as 8.0 and 12.0 mg/kg) is in-
effective in producing amnesia beeause, probably,
other neurochemical systems take over the mne-
monic functions that had been played by ucetylcho-
line. This proposition does nat imply that in con-
ditions of over-reinforcement  the cholinergic
systems are not involved in memory consolidation.
What is implied is that several systems may be
simultancously involved, in such a way that when
one system s functionally hindered the concurrent
activity of other systems is sufficient for the devel-
opment of memory.

To put it in another way, we propose that in con-
ditions of low levels of reinforcement or under a
limited amount of training, only a few critieal brain
structures or neurocheinical systems may be in-
volved in consolidation. As the value of the rein-
forcer is increased. or the learning experience is
enliunced, wn increisimg number of structures he-
come engaged in this process.

Owr manen conclusion—-that chol inergie activity is
not inportint for consolidation after over-reinforee-
ment-should be rtaken cautionsly, however, as other
explonations of our results can be put forward. For
example, by increasing the intensity of the footshock
memory consolidation wos aceelerated, ie., i1 was
established in less than the H-min interval between
tranning and treatinentapplication. It could also he



OVER-REINFORCEMENT AND AMNESIA 259

postulated that some neuroendocrine factors re-
leased as a consequence of the application of the
relatively strong stimulation protected against the
anmnesic effect of scopolamine.

Further research is needed Lo determine the way
in which the cholinergic systems are switched off
from consolidation funetions, and to identify the
neurochemical systems that support memory con-
solidation duaring overtraining and over-rein-
forcement.
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Summary

Experimental data indicate that GABA is involved in
memory processes. However there are marked
inconsistencies in the reported effects of interference
with GABA synaptic activity on memory consolidation of
aversively-motivated tasks. Both amnesia and improvement
of performance have been reported after treatment with
GABA antagonists, These contradictory effects could be
explained by procedural differences in training. To test
for this possibility rats were trained 1in passive
avoidance using two 1levels of footshock and injected
with a wide range of doses of ©picrotoxin and
bicuculline. Picrotoxin did not modify the conditioned
response while bicuculline induced amnesia only with the
lower doses at both low and high footshock intensities.
It was concluded that GABA is involved in memory
consolidation, and that the conflicting results in the

literature are 1indeed due, in part, to procedural
differences, and also to the mode of action of these
drugs.

Many neurotransmitters and neuromodulators have been implicated in
memory processes (1, 2, 3). There are data which indicate that in
Alzheimer's disease acetylcholine and othey neurotransmitters
such as GABA and the catecholamines ©participate in the
establishment of memory (4). Recently, the involvement of GABA in
memory has received experimental support, although there are
striking inconsistencies regarding the effects of interference
with GABAergic activity (5, 6, 7, 8).

The systemic post-training administration of picrotoxin and
bicuculline induces facilitation 1in retention of an
inhibitory avoidance task and of maze learning (5, 6, 7, 9).
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However, equivalent doses of these GABA antagonists produced
impairment in inhibitory avoidance and conditioned suppression
(8). Some of these differences in outcomes could be explained by
procedural differences. Therefore, it seemed important to test for
this possibility by determining the effects of several doses of
two GABA antagonists on retention of an inhibitory avoidance task,
trained with low and high footshock intensities.

Methods

Animals. Experimentally naive male Wistar rats, weilghing between
250 and 350 g were used. The animals were individually housed
and had food and tap water always available in their home cages.
They were kept in these conditions for at least five days before
the experiments were initiated. The subjects were randomly
assigned to groups of ten each.

Apparatus. The subjects were trained and tested in a passive
avoidance box divided into two compartments of the same size (30
X 30 x 30 cm), separated by a guillotine door. The door and the
lids of the compartments were made of orange-colored acrylic.
The safe compartment was illuminated by a 10-Watt light bulb
situated in the center of the 1lid; the floor was a grid of
aluminum bars of 0.5 cm in diameter separated 1.5 cm center-
to-center, The other compartment had V-shaped lateral walls of
stainless steel which were continuous with half the floor; there
was a 1.5 cm slot separating each half-floor. These walls were
connected with two of the ten output lines of a stimulator that

delivered scrambled constant current (BRS/LVE, Model SGS-
003) . The conditioning box was located inside a dark,
sound~dead2aning room, provided with background masking noise

(BRS/LVE, Model AU-902}.

Training and testing. On the day of training each animal was
put inside the safe compartment; 10 sec later the door dividing
the two compartments was opened and the latency to cross to the
other compartment was measured (acquisition latency). When the
animals crossed to this compartment the door was closed and a
footshock was delivered; footshock intensities will be specified
below. Five sec later the door was reopened allowing the animal to
escape to the safe compartment and the stimulator was turned
off; this latency was also measured (escape latency). After 30
sec in the safe compartment the animal was put back in its home
cage. Twenty four hours later the same procedure was followed
except that the footshock was not delivered; if the animal
did not cross to the second compartment within 600 sec a score of
600 was assigned and the session ended.

Treatments. A single injection of bicuculline or picrotoxin
(Sigma), dissolved in isotonic saline solution, or isotonic saline
alone was administered intraperitoneally five minutes after the
training session.

To evaluate the effects of the administration of picrotoxin,
the non-specific GABA antagonist which blocks Cl~ ion channels,
on consolidation of the inhibitory avoidance response, six
experimental groups were injected with this drug (0.007, 0.015,
¢.062, 0.5, 1.0, or 2.0 mg/kg); two groups were used as controls:
an intact group, and a group injected with saline solution. These



Vol. 53, No. 16, 193 GABAcrpic Blockade and Memory 1327

groups were trained with 2.5 mA. There was also a group trained
with 3.0 mA and treated with 0.015 mg/kg of picrotoxin.

To further test for the possible involvement of GABA on memory
consolidation, the specific GABA, receptor blocker, bicuculline,
was studied. The subjects were randomly assigned to eight groups,
Five groups were injected with bicuculline (0.2%, 1.0, 2.0, 4.0 or
6.0 mg/kg); as in Experiment 1, there were two control groups: an
intact group, and a group injected with saline solution. These
groups were trained with 2.5 mA., An additional group was trained
with 3.0 mA and was injected with 1.0 mg/kg of bicuculline. These
two intensities of footshock were selected, hecause in a recent
experiment it was found that scopolamine induced an amnesic state
when injected 5 min after training animals with low intensities
(2.5, 2.6 and 2.7 mA), while no effect on retention was produced
when the drug was injected to over-reinforced animals (i.e.,
trained with 2.8, 2.9 or 3.0 mA); the same conditioning box and
stimulator described in the Methods section of the present work
were used (19).

Statistics. Independent Kruskal-Wallis analysis of variance were
computed for acquisition, escape and retention latencies. When
appropriate, the Mann-Whitney U test was used to compare the main
control group (injected with isotonic saline) against each of the
rest of the groups.

Results
After assessing the elfects of picrotoxin, no significant

differences were found among the groups regarding acquisition,
escape, and retention latencies. Figure 1 depicts these results.
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Median retention scores of intact rats {I) and rats
injected after training in passive avoidance with isotonic
saline solution (Na) or picrotoxin; numerals under bars
represent doses of plcrotoxin, All groups were trained

with 2.5 mA, except for group .015+ which was trained with
3.0 mA.
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Regarding bicuculline injections, when the acquisition and escape
latencies were compared, no differences were found among the
groups. In contrast, there were significant differences among the
groups when retention latencies were analyzed (H{7] = 17.19, p <
0.02). The U test showed that the groups that had been injected
with 0.25, 1.0 and 2.0 mg/kg of bicuculline had significantly
lower retention scores than the saline-treated group (p's < 0.01,
0.05 and 0.02, respectively). Interestingly, the over-reinforced
group (trained with 3.0 mA) that had been treated with 1.0 mg/kg
of bicuculline also showed amnesia, as its retention score also
differed from that of the saline group (p < 0.05). None of the
rest of the groups differ reliably from the saline group (Fig. 2).
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Median retention scores of intact rats (I) and rats
injected after training in passive avoidance with isctonic
saline solution (Na) or hicuculline; numerals under bars
represent doses of bicuculline. All groups were trained
with 2.5 mA, except for group 1.0+ which was trained with
3.0 mA.

Discussion

Picrotoxin did not produce any detectable effect on  memory
consolidation, despite the wide range of doses and the different
footshock intensities used. This result does not coincide with
previous reports where significant impairments were observed (8,
10). It 1is important to note that in the former study mice were
used as experimental subijects.

In those reports describing a facilitation of performance (5, 6,
7, 9), where mice were also used as subjects, very low intensities
were administered during training; in this situation, there was
an improvement of retention. When relatively high intensities are
used, as in the present experiment, facilitating effects may be
masked because most animals have retention latencies that reach

the ceiling imposed by the experimenters during retention (600
sec) .
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The administration of bicuculline produced amnesia at low doses.
This outcome agrees with previous results where bicuculline

administered systemically produced deficits in passive
avoidance ana conditioned suppression (8); however, the
present data do not coincide with reports where this drug

produced facilitation of a discrimination task and of inhibitory
avoidance (6, 7, 9).

The different results obtained with two GABA antagonists could bhe
explained taking into consideration several factors, such as mode
of action on GABA (picrotoxin blocks the chloride ion channels
of the GABA, receptor, while bicuculline acts by competition for

the same receptor), locus of effect (facilitating effects of
GABA antagonists have been observed in amygdala, while amnesia
was found in striatum, substantia nigra and hippocampus),

footshock intensity, animal species, and behavioral task (11, 12,
13, 14, 15, 16).

In the case of systemic administration of GABA antagonists (and of
any drug), it would be expected that different cerebral regions
become affected, depending on the pharmacokinetics of the drug and
on the dose used, thus potentially inducing opposing behavioral
effects. This possibility could explain the finding in Experiment
2 where low doses of bicuculline induced amnesia while high doses
did not. The lack of consistency of the effects of GABA
antagonists on mnemonic processes is similar to that seen in a
wide variety of phenomena, such as feeding, drinking, sexual
behavior, analgesia, and epilepsy (17).

In Experiment 2 it was found that bicuculline produced amnesia
when a relatively high intensity of footshock was used for
training. This result is at variance with results obtained with
scapolamine, an anticholinergic drug (18, 19). 1In these
experiments it was found that scopolamine induced amnesia 1in
animals trained with low intensities of shock, while a lack of
effect was observed when high footshock intensities were used. The
results obtained in the present experiment suggest that, unlike
cholinergic activity, GABAergic activity 1is necessary for
consolidation of over-reinforced learning.

In sum, it is concluded that GABA is involved in memory
consolidation, although its mode of action is far from clear, and
that the contradictory results that have been reported regarding
the effects of drugs that affect GABAergic activity can be
explained, at least in part, by procedural differences and mode of
action of the drugs used.
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ARANCIBLA AND R.A. PRADOSALCAL A ftrustritad ongection of choline aceclerates the gogaisitton of posttoely renarded
hedaviors. BRAIN RES BILL MES/00 674-675 1993 - The predicnon wis made thit by increasing the synthesis o sinatal
acetvicholine, thraugh localinjection ol its precursor choline, the acguision of @ keser-pressing response in two diiterent autostaping
sittations would be aceelened. In the st eaperment, choline was tgected into thie statum or panetat cortes of rats pumediately
after dipper traning: 334 b Eier and donisg 3 consecutive diys e animids were submitied to an autoshaping provedure ol the
aperant hind. i the second experiment. choline was adnnaisteree o the same regions shorthy wliter cach ol three dassial-operant
awtoshaping sessions: duting the nest iwo sesstons, zutoshaping contingenvies of e operant kind were in ellect In both experiments
chobine njection mte the strisdwm induced o marked faeilitation of acguisinon of the comdimoned responses, althoagh cortici
injection of chuline produced o anilder improvement oaly i the first experiment. These resuhs mdicale that stnatal cholinenae
aeiny isomdeed. mvolved in the ety phases of posibs el renforeed learmng.

Siniatum Candate Nucleus

Avenlehuoline Choline

Auwtastiaping b earning Conditiamng

A number ol experimental findings strongly indicares that striakad
acetrlcholine (ACHY is eritically dnvolved in memory consob-
dation and retries al of instrumental condimoned behaviors (1.3,
The main experimental approach in these studics has Deen the
assessment of the efiects of locd) iyection of ACh-receptor
blackers or of nearotoaius that praduce permanent damsage 10
cholinergic interneurons on learved pecformanee (8121019}
Phere are only a lew published reparts shere nore direct ests
about the involvement of strintad ACh in memany Base been
carricd aut. In these cases, 10 was demonstrited that there 15 an

increased metabolisim of striatad ACh shortly aftey tranng of

passive asardance (1B it was also shown that ingections of an
ACh precursor (cholme) induced significant improvements in
retention of active $14) and passive (20) aivoidance, as well asin
positively rewarded fever pressing (135 in the lstier case, direct
applivation of ACH itsell also improved retention (151 When
sustained sumulation of striatal Ach receptars s induced Iy
carbachol, however, there s a sigiuficant deficit i avoidanee
behaviors {3.21) 1 all these eaperiments the treiments were
adminmistered once acquisition was underway or had heen well
estabished.

UTo whom tequests for ceprints shoold be addressed.

671

Lenplicit in the by pothesis of fnvobvemient of stratid ACh in
memoen s The assampiion that stnatal ACh alsa patioipates i
the it phases of acquisinan of conditioned behaviors, There
15 an oven greater scarcity of repagts deading with this tunction,
Ihis Gt nus e acvounted for by the problems stvravodiong
neurabrologieal analves af learning provesses monstramental
behastors controfled by posiive ramtorcers, s h as beser presss
g, Commonhy. this Dehav ot class i shaped by the espen-
pienter B the method of suceessi e approvitions unnf i maore
or tess sustained rate of responding o achesed, Thus, the e
guisttion ot the conditoned response depends oy the Tearmng
cipahilitics of the anmmal and on the ablivy ol e experimenter
to shupe the animal’s hehavier, The Litter sanable sy a magpor
confoundmg factur i siadies o acquisition of conditioned re-
SPORSES,

T our hnowledge. there ts ands one study where the involye.
ment of strtatal cholinergie activity on the acquisition of posi-
tvely motivated learning, where there was nor a direct imer-
venhon of the experimenter. was eaplored. In this experimen
(2} seopoalannne was injected 1o the steigtum right afiee. or 24
Boafter o single sessian of dipper fraining. Dwenty-faur hours
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atter dipper g, and durng $consecutese davs. the amm.ily
were stbmited o operant autosme L his treatment produced
a sigmieant retardaion s acguistiion ol lever pressing. s
etfect was due 0 blockade of ACH reeeptons, it would then be
enpected that By increasing theanatdatiins of ACh through the

ment i the acguisttion of ths e of behavior,

In the twa evpenmients reported here, 1 wis predicted thi
injections of choline it the striatum would sigmilicantly Gl
itate the acguisition of a fever-pressing response remnforeed with
water: the autashaping paradipms used aliowed rats to laim
therr own e,

GENFRAL METHOD
Pl

[y perimentaliy nane male rats of the Wistar strain. weighung,
between 250 and 330 g were used. They were indioadualdiy
housed and hatd tree access 1o solid faod and tap water in thew
home cages. Fach ammal was randomiy assigned 1o one of three
conditions: 0 unimplanted. B with cannubite bilaterally -
planted in the anterodosal stnatuns, ov o) with bineral cannulse
implanted i the partetal cortex. Phe cannulae for igracrinial
injections were tived o the anesthetized (Nembutal, 0 my; b
aninls as desenibed elseswhere (17 The implanted rats were
allowed 7 davs to recover from the surgieal procedures before
training began. There were 10 s in cach of the groups o b
sticdied, bat some anmaby were discarded because ot apparaius
Gadlure. misplacing or distodging of cannulae, or death. Final
sample sizes are given wlow,

Appadratiis

A modified Shinner box (BRSE VE, oded 143- 240 wis used:
iwas cquipped waith two 8 watt bgbt buibs, one pliced 2 em
above ufever that wis Tocated on the lettband side ol the mtel-
tgence panel, 53 cm from the gnd oo, and the other in the
ceithmgofad 4 dommiche with a dipper that could dispense
005 ml ol ap waters the niche was located in the nghthand sude
of the panel, 1.3 canabose the Doar. The ammials had to evert
afloree of 25 < v onthe lever to activate the dipper mechamism.
Environmentyd noise was masked by an audio generator {BRS/
LVE. madel AU-90D, and by placing the conditioning box insidv
a sound-attenuating cubiele. Control ot hight stimvuh, delivers
ol water. and counung of pressing rates were aceomiphished with
clectromecharictl eguipment located o an adjacent room.

Fredrmenmin

Each of the rals swith comtnulae implantation was injected
once throogh cich canouta Two substances were wsed isatonie
saline solution (3wl or chohine chlorde tSigmad dissolved in
isotente sakine (49 e 3 b this dose reters to the salty This Jdose
of chaline was chosen because it was shown cachier that ingections
al between 6 and 15 e of chobine it the striatum produge
significant improsements in retentton ol leser pressig CE3 )L and
of passive 1200 and acive (8D avordance. The solutions were
delevered at o rade of 1 al?20 s through o 27 gauge needle con-
aected 10 a Fhoudton microliter ssinge mounted on g slow
mtusion pump (Sage madet 35510 Aftee injecting, the needies
were ket inside the canpubae for an addiional man, During this
procedure the anmmals were not restrained by the experimenter
amd could move treeds in thear home cages. thus avording stress
reactions that could interact with the elbects of the reatmends,

DINZ DEE GUANTE B AL

AYATEAYITRY

Bebavioral Jats were anabssed usig a sphit-plot tso-tactor
anaivsss ol varmee design, where treatnenis sind sessiany weie
the muain tactors. Phis amalyvsis was followed by planned come-
Pansans using Duncai’s range st (4,

Histology

Upon complenn of the experimenis, bl implanted rats were
anesthetized and pedsed. mtrcardilly. with sotanie sahine
Folfoned by 100 formaldebinde: their brinns were semoved and
kept i this solution for at feast T week betore cotanal sections
GO o thacky were muade and stained (Nissh method) 1o deter-
nine the location af cannulae ps

FNPERIMENE L

One of the main Lictors that contriboles 1o kearning i a
standard autoshping proceduare (23 18 the classical assocition
of condiioned -uncomnditioned stimuli thight-waten) dunng Jdip-
per traiing 10 was of mterest. theretore. W determypie whether
chatimergie stimulstion of the striatuim could strengthen this as-
sociiton, which would be retected upon subsequent aequisition
rate ol autashaping

Provedioe

AlL animals were deprsved of waker for about 23 h before
cach session, amd had Tree aceess 10 tp water o their home
cages Jdunng 30 mus after cach session, This experiment con-
prised seven sessions. During the first, eacly rat was given 200
triaks of dipper training: cach tnal was iminated by turmng on

tte niche hght tur 4 s, which wits followed by the activation of

e dipper mechantsm, thus makig tap water avaiable for 3 s
Fhere was a fived intertpial intersal (10D of 30 s during winch
all hights wepe tnrned off By the S0th tmal, adb animals had leared
woobtain water by poking their heads into the tiche cach time
the fight was turned on,

Twenn-Tour hours later, and during 6 consecunive duys. all
animals were submitied to an sutashaping proceduie ot the op-
crant kind. AL the begmming of cach inal the hyht abose the
Wever wits turned an far 30 s F the ammals pressed the lever
withen these s, the ight was twened olf and the niche hight
was trned an tor 4 s which was Tollowed By the presentation
al the higqud reantoreer for 3 so After cach remfarcement there
wis an E1Lof 30 Hoabe anunads did wot press the lever durning

the it 3008 petiod, the bght shove the kever was turmed ofb

and a 30 s T ensued, Thisseguence was repeated unth 60 trials
haad heen completed.

Siv roups o raty were studieds iected with choline sto
the strtum {7 10 orinto the contex (- . ingected with
isotonic satne into the stratam (o 10) o into e cortes (»

9 and o groups af unomplanted womals one ofwhich was
tened as the naplanted groups 0 - 9 winle the other one
never recenved water durmg v, but was exposed 1ol
other simutitn e hreatments were adnimistered 30 s alter
dipper (rnnmg

Rl

Phe histatogieal analsvses reveated thae, as shown oo g
abl cannulae tips of the stnatal eroups had been lodged in the

anterodorsal aspect of the steatunn, rastral to the fast traee of

the antenor commassure. Fhe ups ol cortical cannulae were
tocated m the partetal cortes. witlun the aneroposterior s
ol the cannulae placermienys of the stratal growps. 1 he same was
true for the operied amimals of Bxperiment 2

B ]



STRIATAL CHOPINERGIC ACTIVITY AND 1 EARNING

HIGL 1 Phagraminde representation of lisiology sechions, rediawn trom
Konmng and Klippel 1101, The stippled areas represent the range ot cin-
nube tp locavions of vhe antetior steiatal and cortical groups of baper-
nyents |and 2 Onby cannulae placentents of the right hemisphere dre
represented.

Figure 2 shows the number o) fever presses acrass the auto-
shaping sessions. The analyvsis of variince shosed that there
were significant treatments, 205, 51) - 675, p < 0001 sessions,
FU5.255) = 7R p - 0001, and interacuon, F25, 2535) — 598,
2 < 0005, elfects, Duncan’s range test resealed that during cach
af the siv autoshamng sessions, the cortical group injected with
choline had g refiably Bigher pedornsinee than any of the control
groups (unimplanted, cortical, and strsgtal graups injected with
saline, and nonrewarded). The stnimal group mjected choline
had an even higher performinee than any of the other groups
in cach of the sessions (i all the ghove cases, povatues ranped
between .05 and 0.000). There were no significant differences
among the control groups on any of the sessinny,

ENPERIMENT

1 he resulis of Experiment | indicated thid cortical and stesatal
cholinergic activity plavs animpottant ole in lesarning the carly
noncontingent CS-UCS associations. Experiment 2 was designed
to explore the possibility that choliergic activation of the stri
tum abso promotes fearmng of the remntoreimg consequences de-
rived from the actual lever-pressing respanse To this end. we
tmplenented o dillerent procedure that ensured the sweduisition
of the lever-press response m intact antmals, as determined i
a prlot stody.

Prowedure

Asin Expernnment L. animals were deprined of water for abowt
23 I betore cach sesston, amd had free aecess 1o tap water in
thewr hone cages durimg 30 min alter cach session, The evper-
tmental protocal comprised hve sesstions, with an interval of
about 24 h between sessions; no dipper taming was pisen. Dur-
ing the three carly sessions cach rat was given 60 triahs of classieal
aperant auloshaping. Each trial was imitiated by turning on the

073

lipht above the Jover tor 30 5 0 the anemals pressed the leser
within these W0 s thus Geht was tarned ot and the dipper mech-
anm was achited, allowmg the anmals o obtan the eyl
remdorcer toperant triale It the amaals did not press the Jeser
dunng the sngtnel 30y perod. the bipht abose the dever was tuined
off. the hght of the niche was trned ons and the dipper mech-
anism was achivated to provide the water (chassical tnaby. There
was an [T ot s,

[wiring the following two sessions (60 trials per session) all
animaly were put under the control of an autoshapung procedure
af the openant hind. whose trals were ideptical to those of o
perment | Alter cach remdorced ar nomremtorced tnal there
wis o taed TTHob s

Asin Experiment i, cach expernmientally nave rat was run-
domis assigned 1o one of secgroupe. ingected with choline o
the steiatany (o 1OV or o the cortes (1 - 9, tnjected with
isotonie sahine mto the striatum (o= 9y oranto the cortey (o
), and two groups of unmsplanted animaly. one ol which was
teanied as the mplanted yroups (19, although the uther une
wats never given waler dorg trginng (o = 100 Freatments (ha-
latersd nocromections of 9 ug of choline dissobved i 3ol of
isotonie saline. or 3 pl of potome sahine alone) were adimasistered
30 s alter vach ol the lirst three sessions

Resudy

Fhe anads sis of vanance indicated that there were signilicint
treatments, F(5,51) = WL p <2 0.001, sessions, ML 204 -
SR, p < 0001, and treatmients = sessions, M0, 204) - 6,50,
p o= 0001, etlects. Par-wise compansons among groups (Dun-
can's range test) showed that the choline-treated strigtal group
had higher pressing rates than cach of the other groups during
the third session where classical and operant contingencics were
in ettect, as well as duning the fourth and fifth sessions duning
which only operant cantingencies were present (p's < 001 in
esery case). There were no significant differences among the rest
ol the graups. except during the fifth session where the nonrein-
forced group showed signivantly Jower rates of pressing thun
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ams o the other groaps¢p ~ Q0L forcach comparson) Prgure
Tdepicts thiese results.

GENER AL PISUL SSION

In 1968 Brosnand Jenkins () reported an aitoshaping pro-
cedure it represented an ompartant fechmweal aubance over
the methodd ab successis ¢ approximanons used in expenments
gerniane 10 acquisiion provesses of mubutrial [earning tasks.
The comventionad shapimg niethod s as inesact as arttul, because
potential imterferenve with nonmnemonie viriables cannot be
ruled aut. We thank that the awtoshaping procedures seporned
here. especialiy that of the classical operant hnd, ma rise rel-
evant thearetical 1ssues that go o the heant af the neurobologicat
analysis of pemon s to our hnowdedee. this classical operant
procedure had not been reparted i the bteraure

The imterpreration of the resulis of the two experiments re-
ported fiere rests on the assumption that choline impections -

Jueed an increased synthesis and release of ACh in neurons of

the nected regions, Severial hnes of evidence allow Tor this as-
stumprion. Figst, choline can be tiahen up by ACh neurons to
aceelerate the sviathesis of ACh ¢8220: second. the rate of svin-
thesis of ACh. mduced by inttasenous injection of chohne. s
at least thivee umes greater i the siintum thas i the vorte s,
and becomes evident i ess taan two mut (7 thind, the von-
centration of Iree chohine sa v o s below that pecessan tor the
mavimal rate of ACh sy nthesis (0 fourth, pewiy taken up cho-
hine is preterentialiy used Tor the ssathesis of a poal of ACh tna
s more readiby eeleased than preformed ACh stared in cholin-
CTRIC newtons (611, 18),

Behavioraliy, the inal aucome of both expertments was very
similar regarding performance of the sircnal group ireated with
choline. The improved acquisiben of the keser-pressing tash in-
dicates that it was due to Bcihitation of recent memon priovesses,
ten that there was a Tacihtation of consohdation of the classival
CS-UCS assoaaton (i wperiment D and of the informaton de-
rved from the actual contingencies that induved the increased
pressing rates (Fxpernmment ),
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PO Vhe ondiate represents he average of restrtoreed Jes er-piessing
displined by the groups of rass that were impected soith choline o ssotamy
saline 18w the dntenior sirsiam or it the panetal cortey, and by the
untplanted and unimplanted-nonreinforced groups Abbresiitiuns e
the same asan Fre 2 1 rearments were admisiered 3005 after cach of

the Art three aushaping sessons

DIAZ DEL GUANEE LT AL

Fhose restlts indicnte that striatal chrohinergie actisat s an
volved i vonsobdation of classical conditioning. Thes als
mdicate that panetad corieal chiolinergie actisily as alsa
volved. although o a Tesser extent. i the establishment of the
classical CS-UOS association. These pidvrences e based on
the findiogs e Expenment [ where the contral groups were
unable o shaw any signs of learming of the task as they dhd
nat differ in thar performances from the nonreinforced rats;
in marked contrast. the cortical animals that iad heen igected
with choline showed a good level of aequisition, becase per-
formed siprmbficintls beter thin the contrals, nowrn, the striatal
group abo njected with chiobine shortly afer the single dipper-
Craentng seastom had s ever better mastery of the sk than the
rest of the graups.

The fact that the onls imgeetion of choline was wdministered
alter the dipper-tramming session. long betore autoshaping was in
cleet, rules out any ponassoviative factors e eaplasmng these
results, [t shoutd be noted that, in comrast swaith the present
resubts, i presious studs where the same antoshaping proce-
Jure was used. untreated anmmabs and aninaly injected with iso.
tonie safine st the stnatem showed a reud acquisiion of the
fever-press response (20 Vs difference can be accounted for by
the use of difterent Tevers i the conditionipg baxes. Toacinvate
the sierosswaich of the fever used e the present study, rats had
to evert aboot twice as much foree than that needed i the pre-
vious studs

In marked contrast wath the ek of acqusinon ol the tish
seen in the control gronps of Experintent 1. there was a reliabie
lesel af responding mabl groups subnutied w the elassical operand
autoslaping procedure sn Faperiment 2. as they had a signifi-
cantly higher pertormance thap the apimals that did natreceise
witler during watiing. Dunng the st session, conducted before
the treatments were adinmistered, all groups lind the same lesel
of execution, Hence. it can be stated that all groups of animals.
regardiess of cannutue unplantation, had the same response ca-
pabilites and that any observed ditferences i equistiion dunng
the remstimng wtoshaping sessions were doe 1o the eflects of
the treatments. Starting on the thund session, the striatal group
that had recenved the choline showed o stnhing untoiding off
lever pressmg. although the vest of the graups stowh acquired
the conditioned response. Apain, one cannot mvoke nopasso-
chitbive Lactors inoexphinming this esalt. because the inections
were wdninstered after the sesssons had taken place. 1os pos-
wilited that this markedmprosement m performance was Jue
to the strengtheng of memorny of the rewarding owcome of
the operam responses that aceurred dunng the Birst three au-
toshaping seaaons,

This isterpretittion shonld be Gikea caatioushy . however, be.
cause hoth invcal and operant autoshaping procedures were
i eflect durnne these sessions: henee, 1t s posssble than e mens-
oy -enhancing clects of choline reflect the cotenrrent faaibition
af aperantand OS50 C8 assoaations imvalved i acguisition of
the conditioned response

In summars. the present results, together with the evidence
reviewed i the introduction, permit the conclusion thal strizagal
cholinergic actvity is nnportant in mentory consatidation of the
classical gssocanon of conditioned-uncondmioned stimuli, and
in swegisition, consohdatton, and performance of instrume ntal
conditioned responses
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