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RESUMEN.

La memoria es un proceso vital, de orden adaptativo. Los animales
reciben, almacenan y recuperan informacién sobre sl mismos y sobre
el medio ambiente en que existen, lo cual les permite desarrollarse e
interactuar con dicho medio ambiente, pasibilitando su adaptacién y
por tanto, su sobrevivencia.

La investigacién neurofisioldgica sobre la memoria ha
documentado ampliamente la importancia de la integridad del
hipocampo v fa participacion det sistema colinérgico en esta drea,
sobre la sjecucién en tareas de memoria espacial. El presente estudio
liene como objelivo evaluar y comparar el efecto de la lesién con el de
la administracion de un antagonista colinérgico muscarinico
{escopolamina) en el hipocampo dorsal, sobre fa ejecucién en una
tarea que requiere la iocalizacidn de fuentes constantes de alimento
previamente aprendidas.

Se utilizaron 35 ralas macho Wistar, de 250-300 g. l.os sujetos
{ratas) fueron entrenados en una farea que requeria que: se
localizaran, de enire 20 opciones (tubos), a 3 que contenian leche
azucarada (2.0 mi). Los tubos se encontraban distribuidos en las
paredes de la camara de registro y Ia ubicacién de los 3 tubos con el
reforzador fue siempre constante. Dos observadores Independientes
realizaron registros conductuales ‘de los sujetos (Ss) durante las
sesiones de entrenamlento y las sesiones prueba, Se' recolectaron
datos respecto al tiempo requerido para localizar los:3- tubos que
contenfan el reforzador. Una vez que los Ss. aprendleron la tarea,
fueron asignados a 5 grupos de 7 §s dada Uno: a) un grupa integro, b)
un grupo con lesién falsa en el hipocampo dorsal, €) un grupo con
lesién en esta drea, d) un grupo al cual se le inyecié el vehiculo de la
droga (2.0 pl de solucion salina) en el hipocampo dorsal y.e) un grupo
que tecibié una microinfusion de escopolamina (18 pg/20 ul- de”
solucién salina) en este mismo sitio. ‘

Después de que los Ss se recuperaron, de- las mampulactones
quirirgicas, se realizaron sesiones prueba para evaluar el efecto dela-
lesién y del bloqueo del sistema colinérgico en el hipocampo dorsal,
sobre la ejacucién en la tarea. Los resultados obtenidos, demuestran
que &l grupo en el cual se llevé a cabo la lesidn y el grupo que recibié
la microinfusién de escopolamina, presentaron una- deflciencla: en la
ejecuclén de la tarea. En el grupo con lesién se observé un
incremento respecto a sus grupos control (lesién falsa.e integro) de
afrededor de 25 seg (5 veces mayor) en el tlempo requerido para
localizar los bebederos (latencia) durante la primera sesién prueba.



Para el grupo con administracién de escopolamina el incremento en fa
latencia, respecto al grupo con infusion control, fue de alrededor de 23
seg. (aproximadamente 3 veces mayor) durante la primera sesidn
prueba. En ambos grupos la comparacion estadistica (Duncan) con
sus respectivos grupos control presenta diferencias significativas (p <
0.08).

En las sesiones prueba subsecuentes los grupos con lesion v
microinfusién de escopolamina continuaron presentando alteraciones
en la ejecucion de la tarea, no obstante se observd en éllos una
recuperacién funcional parcial, probablemente asociada a procesos de
plasticidad cerebral.

Las observacicnes oblenidas en el presente experimento
concuerdan con los estudios qus reportan la participacion del
hipocampo en memoria espacial (Goodleit et al., 1989; Hagan y
Beaughard, 1990) y con los estudios que sugieren la participacidn del
sistema colinérgico metabotrdpico en esla region como sustrato
neuroguimico en la recuperacion de informacion espacial {Piercey et
al., 1987; Givens y Olton, 1990). '

Finalmente, la deficiencia en la recuperacién de informacion
observada con el blogueo muscarinico sn el hipocampo dorsal es
similar al déficit producido por la lesién de teudo hipacampal.. Esto
senala que el blogueo de la actividad colinérgica muscarinica, tiene
repercusionss de una importancia comparable a la desfrucsion global .
de tejido en esta 4rea sobre la récuperacion de informacién espacial.



I. INTRODUCCION.

Los organismos estan constituidos de manera particular para lograr su
adaptacién y sobrevivir dentro del medioc ambiente en que existen. Las
caracleristicas del medio practicamente han determinado el éxitc y la
conservacién de la estructura y organizacion funcional de los sisternas que los
conforman; desde la delgada membrana que protege el contenido intracelular en
una bacteria, pasando por el complejo sistema homeostatico que le asegura al
individuo conservar sus niveles vitales, hasta las modalidades sensoriales y
moloras con las que un organismo se desarrolla, Incluso los llamados procesos
superiores, que comparten los organismos fllogenéticamente mds avanzados,
responden a las restricciones del medic e interacttan con él en funcién de las
necesidades del organismo. Con la ayuda de estos procesos los individuos
localizan un lugar seguro para vivir, escapan de sus depredadores, obtienen los
alimentos, encuentran una pareja, se repraducen y aseguran la continuidad de
su aspecia,

En particular, a lo largo de su vida, los organismos se enfrenian con un
medio ambiente complejo, lleno de eventos y relaciones entre eventos, por lo
cual deben de contar con la pesibilidad de lograr cambios en sus respuestas a-
tales eventos y relaciones. Debido a esta capacidad, las experiencias que_ un
animal tenga pueden modificar su sistema nervioso y, posteriormente, como
resultado de tal modificacion comportarse de manera diferents. Esla capacidad
adaptativa requlere del organismo las habilidades de aprendizaje vy rnemona
(Squire, 1987).

La memoria, por su parte, es un proceso amplio y complejo, que involucra
la persistencia de informacién en el crganismo; como sefiala Squire (1987) ; "El
aprendizaje es el proceso de adquirir nueva informacién,. mientras que la-
memoria se refiers a la persistencia del aprendizaja en un estado en &l cual
puede ser revelado en un tiempo posterior *. John (1977), define memoria como
el proceso de almacenamiento de informacién con la recuperacién deliberada de
la misma, involucrando el recuerde de experiencias pasadas, Luria (1980),
considera a |a memoria humana como una actividad cognoscntlva compleja que-
transcurre en una serls de elapas sucesivas y que consiste en ia incluglén
progresiva del material an un sistema complejo de relacienes, involucrando’
procesos de consetvaclén y-de reproduccion o evocacién del material. Estas
definiciones sosfienen, entre otros puntos comunes, “que la - Informacién
adquirida se encuentra almacenada & fo largo de clerto. tiempo, de:hecho
Atkinson y Shiffrin, en 1968, proponen un medeio de la memoila que.se basa, .
entre-otras cosas, en el tiempoe de permanencia de la informacion, es decir: 1)
memoria  sensorial - (icénica y ecdica) con’ una duracidn de alrededar de un
segundo, dependiendo ds la intensidad del estimulo y su duracion; 2) memorla a
corto plazo en donde la duracion de la informacion es-aproximadamente de 15 a
20 segundos y 3) memoria a fargo plaze en fa cual fa informacién almacenada



es relativamente permanente (De Vega, 1986). La idea de persistencia de la
informacion, forzosamente nos conduce entre otras preguntas a: ;En dénde se
almacena tal informacién? y ;Qué mecanismos intervienen en el proceso?, el
intento de solucion para estas inlerroganies ha sido abordado por diversas
aproximaciones tedricas junto con sus respeclivas técnicas. A pesar del amplio
aporte de conocimientos que estas aproximaciones han arrojado sobre el tema,
no se cuenta adn con una solucién completa y definitiva sobre el lugar donde se
almacena tal informacion y aiin menos sobre los mecanismos involucrados.

Sin embargo, considerando la naturaleza adaplativa de la memoria,
resulta adecuado recurrr a una aproximacion biolégica sobre la materia. Asf, la
neurofisiologia como ciencia biolégica y como aproximacion fisica, debe
considerar los substralos celulares y moleculares sobre los cuales la memoaria
se basa y como estos substratos conciernen a nuestra habilidad de recordar
{Woody, 1982). En esle senlido, la incursion que la neurofisiologia ha realizado
sobre el estudio de la memoria, ofrece una perspectiva bastante prometedora
para sl conocimiento de las estruciuras y mecanismos que le subyacen.

El estudio neurofisiolégico de la memoria, en su interés por la busqueda
de las bases neuroanatdmicas y neurcquimicas de este proceso, ha centrado
una gran cantidad de mvestlgacuon en una’ estructura cerebral que recibe el
nombre de hipocampo.

En la literatura sobre el 4rea se ha descrito ampliamente la participacién
del hipocampo en- procesos cognitivos, particularmente en’ procescs como el
aprendizaje y la memoria. La documentacién. sobre -la: pamclpacnén del
hipocampo en procesos de memoria abarca a varias. especies, entre olras a
humanos, monos y ratas, ‘ademds, comprende: varios niveles - de -andlisis:
neuroanatémico, electrofisiolégico. y - -neuroquimico. En - este - Gltimo, * la
investigacion se centra en la influencia de los sistemas de neurptransmision -
sobre el hipocampo en su relacién con procesos mnémicos y, de acuerdo con fo
reportado en varios estudios, |la acemcollna juega-un papel. importante en este .
sentido,

Con base en Io anterior, en el presente estudio se' analizo, en ratas, Ia,
participacién del hipocampo dorsal y de su sistema colindrgico muscarfmco v
como sustrato neuroanaldmico y neuroquimico  respectivamente, ~en la-
recuperacién de informacion espacial. Especificamente, se evalla el efecto de~
la lesién electrolitica en el hipocampo: dorsal y- de la administracién en esta
misma drea, de .un  antagonista colindrgico compemlvo para receptores“
muscarinicos (escopolamina), scbre la ejscucién de un. grupo. de ralas en una .-
tarea_de memorla espacial previamente aprendlda Asi-mlsmo,. se compara
también el efecto de la lesién electrolitica con el efecto -de ol bioqueo‘ g
muscarinico en esta regién,



it HIPOCAMPO.

En la especie humana, el hipocampo es una estructura cerebral que se
localiza en e lobulo temporal de ambos hemisferios. Se ubica en el piso y la
pared medial de la prolongacion temporal del ventriculo lateral, estd constituido
por arquipalio (que corresponde a |a corteza filogenéticamente més primitiva) y
posee una corteza trilaminar muy primitiva a nive! del giro dentado y del asta de
Ammon, pero en el subiculum hay Una zona transicional hacia la corteza
neopalial compuesta de seis capas.

Ef hipocampo presenta tres zonas: sl giro dentado, el asta de Ammon y 8l
subiculo, a su vez el asla de Ammon se divide en varios campos: CA1, CA2,
CA3 v CA4, mieniras gue al sublculo se le consideran las siguisntes partes:
parasubfculo (contiguo a la corleza entorrinal), presubiculo, subiculo y
prosubloulo este Gltimo separade del giro dentado por la cisura hipocdmpica
{Lépez Anttinez, 1986). Otros autorss prefieren denominar a estas tres zopas
{giro dentado, asta de Ammon y sublculo) junto con la corteza entorrinal
principalmente, como formacién hipocampal, reservando para el asta de Ammon
el término de hipocampo propiamente.

Entre los neurotransmisores que se encuentran presentes en el
hipocampo destacan el glutamato, la acetilcolina, serotonina y catecolaminas.
La presencia de giutamato en celulas del hipocampo ha sido reporiada en una
gran cantidad de estudios, principalmente en los relacionados con los
fenémenos electrofisioldgicos en células hipocampales. Se ha deserito la
existencia de las dos clases de receptores del glutamato; NMDA y no-NMDA, en
neuronas de CA1 y giro dentado principalmente, (Nicholls et al,, 1892). La-
acetilcolina es un neurotransmisor importante en el hipocampo, ‘el cual se
distingue-como una drea cerebral particularmente rica en receptores para este
neurotransmisor, Estudios farmacolégicos y electrofisioldgicos  han mostrado
claramente que esta drea .contiens tanto’ receptores . nicotihicos como
muscarinicos (Palacios y Mengod, en Chan-Palay y Kéhler,: 1989, pag. 207-224),
La marcada presencla de recepiores colinérgicos se debe a que-el hipocampo
recibe inervaciones de los dos nicleos colinérgicos mas mportantes del nicleo
septal, a través de la fimbria-fornix y del nicleo basal de Meynert la lesion en
cualquiera de estos dos nicleos reducs en grandes proporcionas los niveles de "
acetilcolina en esta estructura. La presencia de serotonina ‘se debe a. las
proyecciones que recibe del nicleo de Rafé rostral-a través del fascleulo medio -
del cerebro anterior. Mientras que la presencia de catecolaminas se expllca por
las proyecciones provenientes de niicleos ubicados en el tallo cerebfal entre
ellos el locus coeruleus (Nichoils et al., 1992), ’



Las vias de entrada y salida mas importantes del hipocampo con la
neocorteza es la fimbria y las conexiones a través de la corteza entorrinal. En la
rata neuronas de la corieza entorrinal relevan informacién de entrada a través
de la via perforante hacia fas células granulares del giro dentado. Estas
neuronas mandan axones llamadas fibras de mossy a la region CA3, donde
hacen sinapsis con las espinas dendriticas de las células piramidales. Los
axones de las células piramidales de la regién CA3 se ramifican en dos
direcciones. Una de las ramificaciones, conocida como las colaterales de
Schaffer, proyectan a la regién CA1, donde hacen sinapsis con otras células
piramidales. Los axones en la otra ramificacién, proyectan al septum y a los
cuerpos mamilares, via el férnix. La regién CA1 también recibe entradas del
hipocampo contralateral, a través del sistema comisural de Schaffer. Las células
piramidales de la regién CA1 envian axones a las neuronas en el complejo
sublcular. Los axones de estas neuronas proyectan fuera de la formacion
hipocampal via la corteza entarrinal y también a través de la fimbria (Carlson,
1994).

En relacidn con otras especies, el hipocampo humano presenta
caracleristicas morfoldgicas similares al hipocampo de los mamiferos inferiores,
dado que también estd constituido por arquipalio, presenta una corteza
trilaminar y posee, en general, las mismas zonas (giro dentado, CA1, CA2, CA3,
CA4 y subiculo). De hecho el desarrollo embrionario del hipacampo humano es
muy similar al de la rata (Carlson, 1994). Con respecio a los sistemas de
neurctransmisién en el hipocampo y conexiones, estos también se han descrito
simitares enire los mamiferos. ‘



. HIPQCAMPO Y MEMORIA, HUMANOS.

A padir de los estudios neurofisiolégicos de William Scoville y Braenda
Milner con sl paciente H.M. en 1957, se demosité de manera convingents que fa
memoria depende de la integridad del I6bulo temporal medio y en particular del
hipopcampo: E! paciente HM. de 29 afios padecia de severos alaques
epilépticos, habiéndose mostrado refraciario a todo tipo de tratamisnto se le
realizo, como medida lerapéutica, la extraccion bilateral del Iébulo temporal
medio, a una dislancia postarior de 8 cm. desds la punta de este ldbulo,
abarcando dos tercios anterlores del hipocampo junto con el giro hipocampal.
Posteriormante a la cirugia, este paciente presenté una pérdida completa de la
memoria para evenlos subsecuenies a la intervencion (iniclalmente se
reportaron 19 meses): H.M. se mostr6 incapaz de reconocer al personal del
hospital, de encentrar el camino al bafio y, al parecer, no podia recordar nada
de los eventos diarios de su vida en el hospital; tampoco fue capaz de racordar
fa focalizacion de objetos de uso diaric en su hogar ni de aprender la nueva
direccion a su casa, a la cual se habian mudado recientemente y que incluso se
ubicaba sobre la misma calle de su antiguo hogar, Los defactos en la memoria
de este paclente fueron persistentes y no mostraron mejorla alguna con el paso
del tlempo. El paciente H.M, presenié también una amnesia retrégrada parcial
que abarcd aproximadamente, los 3 afios previos a [a operacién, no obstante,
las memorias ltempranas {(més antiguas) apareniemente’ permansacieron
normales. No se reporta ningln dafio a la personalidad o a la inteligencia en
general del paciente.

Cuidadosos esludios posieriores con paclentes - amnésicos  han:
reafirmado la importancia del hipocampo en la memoria: Zola-Morgan st al.
(1986) reportaron ol caso del paclente R.B., ol cual padecié amnesia en 1978 a
la-edad de 52 afios como resultado de un evento de isquemia.tras -una.
operacion del corazdn, durante los 5 afios que sobrevivio deéspués de -dicho-
avento, sus funciones cognitivas fueron repelidaments . evaiuadas, el tinico
déflcit cognitive notorie, fus un dafio moderadamente severo en la memoria. El
examan postmoriem del cerebro del paciente R.B. revelé una lesidn en la regién
CA1 del hipocampo, la lesién fue bilateral y abarcaba completamente  la
extension rostro-caudal del hipocampo, Squire (1992) demosiré a través de
imégenes por resonancia magnética, serias anormalidades en el hipocampo de-
4 pacientes con irastomnos circunseritos de memoria; especmcamenie en estos
pacientes la regién del hipocampo (definida como la fimbria, giro dentado,
subleulo v asta de Ammon) aparecla marcadamente atrofiada (5 7% menos dsl
tamafio normal). Kesslak et al. (1891) basandoss también en el escudrifiamiento -
con resonancia magnética, encontrafon una disminucién del'40% en el tamafio
del hipocampo vy giro parahipccampal en 8 pacienles con “enférmadad de
Alzhelmer; esios pacientes presentaban disfunclones cognitivas prmclpaimente
de memoria.



Otros autores han reportado correlaciones entre alteracionses en memoria
verbal y lesiones o cambios moriolégicos en hipocampo (Tranel, 1991; Sass et
al,, 1990). Smith y Milner (1989) investigaron la reevocacion de localizaciones
espaciales en 27 pacientss (entre 15 v 41 afos de edad) con iesion en el Iébulo
temporal derecho o izquierde, los resultades sugirisron que estructuras
hipocampales, particularmente del l6bulo derecho, participan en los procesos de
asociacion entre representaciones de objetos y lugares.

111, HIPOCAMPO Y MEMORIA: SISTEMA COLINERGICO.

L.a comprensidn de la fisiclogia del sistema nervioso implica el estudio de
la participacion de los sistemas de neurotransmisidn; estos sistemas actdan
como mediadores de la aclividad neuronal. La comunicacion neuronal se realiza
a través de las sinapsis y el principal medio usado en la transmisién sindptica es
la liberacién y recepcion de un compusste quimico. Estos compuestos quimicos,
denominados neurolransmisores, son capaces de controlar la conducia de
células neuronales, drganos o del animal entero,

En relacién a la neurofisiclogia de la memoria es importante identificar
cual es la naturaleza de la transmision neuronal, qué neurolransmisores estén
involucrados v fa forma en qus ejercen su participacién.

La propuesta de una relacién entre el hipocampo y la aceilcolina én la
memoria no as nueva; en 1964, Meyers v Domino postulan . una. ieoria
coiinérgico-hipocampal de memoria {(Plercay et al, 1987). Estudios més
recientes han documentado una participacion Imporiante dei sistema cohnergcco
central en ias capacidades cognoscitivas y mnémicas del ser humano (Dunnett,
1991; Fiblger, 1991}, En pacientes cen la enfermedad deAlzheimer, los cuales
presentan una atrofia cortical principalmente en el 1ébuio frontal e hipocampe,
junie con una pérdida marcada de la memoria-en la fase inicial de la
enfermedad, se ha descublerto que estos paclentes presentan un decremento
importanie en los niveles de colina acetiitransierasa en la coreza cerebral v en
ol hipocampo. La colina acetiitransferasa es una enzima que catafiza la sintesis
de acetilcolina, por lo tanto, ef Indice bajo de esie marcador indica una’
reduccidn en la actividad colinérgica presindplica, io cual se debs principalmente
a la atrofia en las neuronas del nicleo basal de Meyner, que es Ja principal
fuente do acetilcolina para la corteza v el hipocampo (Bowen et al, 1983;
Goldman y Coté, en Kandel et al, 1891). Este descubrimienio motivo la
realizacidn de estudios con farmacos que actlan sobre ei sistema colinérgico.
Se ha reporiado que la aplicacidn dsl. antagonisia. colinérgice escopolaming,
produce amnesia en sujelos normales (Squire, 1987, Goldman-y. Caté, en
Kandel et al., 1991), siendo capaz de interrumpir la adquisicién y ejécucién de
conductas aprendidas (Nicholls, 1992),



El decremento de los niveles de acetilcolina en e} hipocampo junto con
los hallazgos de los efectos de antagonistas colinérgicos, indican ia importancia
de la acetilcolina en los trastornos de memoria. No obstante, éstos hallazgos no
indican que éste sistema de neurolransmision sea el tnico involucrado en
{rastornos amnésicos y mucho menos que sea la causa principal del deterioro
cognitivo propio de los sujetos con la enfermedad de Aizheimer.
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V. HIPOCAMPQO Y MEMORIA: PRIMATES NO HUMANOS.

La participacién de! hipocampo en memoria no sélo ha sido referida en
estudios con pacientes humanos, la literatura al respecto se ha generalizado a
otras especies, entre ellas, a las filogenéticamenie mds cercanas al hombra: ios
monos o primates no-humanos. En 1978, se reportd el intento de imitar en
monos la lesion quirdrgica del ldbulo temporal medio, realizada en e pacients H.
M. La lesidn en los monos inclufa la amigdala, el hipocampo (incluyendo el giro
dentado y el subfculo) v regiones corlicales circunvecinas; esta publicacién de
Mishkin en 1978, fue la primera en una nueva era de Invastigacion sobre la
analomfia de la memoria, dado que sefiald el exiloso desarrollo de un modelo
animal de amnesia humana en un primate ne-humano. La leslén de Mishkin fue
ulilizada como modelo en varios estudios posteriores, no cbstante, estudios mds
recientes en monos con lesiones més restringidas, han confirmado que la
integridad del hipocampo es requerida para la ejecucién de tareas asociadas a
memoria, tareas que también son pobremente ejecutadas por pacientes
humanos amnésicos (Squire, 1992).

No-lgualacién a ls muestra demorada, es una tarea sensible a lesiones
en el hipocampo, ia cual, requiers que el animal recuerde un estimulo y lo
reconozca después de un periodo en el que estd ausente; el recanocimiento del
estimulo s¢ prusba pressntando al animal dos estimulos de comparacidn (el
presentado con anterioridad y otro), recompenséndolo cyando eligs al estimulo.
difersnte al familiar. En la sjecucién de osta. larea, varos autores han
encontrado diferencias significativas enire maonos sin fesién y monos con lesion
an el hipocampo (junio con el giro dentado v. el subiculo) principalments, en
gsios estudios los monos con - lesién- obtienen puntajes muy inferiores a los-
controles (Overman et al., 1990; Diamond et al, 1989; Zola-Morgan y Squire,
1986).

La recuperacién de informacién recientemente adquirida antes de'una
lesion en el hipocampo, ss una de las deficlenclas presentes en pacieniss
amnésicos humanos (memoria retrograda). Zola-Morgan et al, (1990) esiudiaron
memoria retrograda en monos, a ravés de una larea de disciminacién de'pares
de objetos. En este estudio los suletos fueron entrenados hasta que aprendieron
& discriminar 100 pares de objetos, disiribuidos en 5 grupos de 20 pares dé
objetos diferentes. E! entrenamiento respectivo para cada grupo de. pares de
objeics comenzé 18, 12, 8, 4 y 2 semanas antes de realizar una lesion en la
formacién hipocampal. Zola-Morgan et al. encontraron que los sujéios con lesién
hipocampal presentaron severos dafios en el recusrdo de los pares de objetos
aprendidos recientements. Los resultados mosiraron que en ssta especie, Ia
formacion hipacampal es requérida en la memoria retrdgrada. de manera similar
a la obhservada en los humanos,



Esiudios electrofisicldgicos con monos han reportado actividad en
neuronas del hipocampo durante {areas que involucran procesos de memoria.
Wilson (1990) utilizd una tarea modificada de igualacidn a la muestra demorada,
en la cual 2 estimuios presentados secuencialmente se comparaban en cada
ensayo. En esta tarea una condicién de igualacion requerfa la presidn de ia
palanca derecha, mientras que la condicién de no-igualacién requeria fa presidn
sobre la palanca izquierda. Wilson reporté que el 40.2 % de las neuronas
registradas en la formacién hipocampal presentaron una actividad neuronal aita
relacionada a la respuesia conductual; para el 58.9% de las neuronas con
actividad relacionada, el camblo en la actividad asociado con las respuestas
conductuales fua mayor que durante la preseniacion del estimulo sensorial. La
actividad de 198 neuronas (26.8%) fue diferencial antre log ensayos de ir 8 1a
lzquierda (no-igualacion), o ir a la derecha (igualacién). Wilson sedalé que la
produccién de respuestas espaciales, el establecimiento de respuestas
condicionadas y fa capacidad de retener una respuesta aprendida para ser
sjecutada después de una demora en la ausencia de una sefal sensorial, son
caracteristicas conductuales de fa tarea que pueden ser las responsables de la
actividad neuronal relacionada a la respuesta.

Watanabe y Niki (1985) regislraron actividad unitaria en células del
hipocampo de monos durante 'a ejecucién de una tarea de respuesta demorada.
Estos autores sefialaron un total de 277 neuronas que mosiraron cambios en la
tasa de respuestas en relacién con los eventos de la tarea. La tasa de
respuestas del 434 % de las cdlulas incremenio. o decremento
prefarencialments durante el periodo de la demora. Algunas Unidades mostraron
un patrén diferencial de disparo duranie el periodo de 1a sefial o'de.la demora
dependiendo de la posiclén espacial de la sefial. La obsarvacion de células que
presentaron actividad diferencial durants los periodos de la sefal y de la
demora, de acuerdo con la localizacién. de la sefial, indica que las células con’
actividad relacionada a la sefial podrian estar codificando la localizacion del
estimulo, mieniras que las células con actividad relacionada a la demora podrian
funcionar como un cédigo mnémico guiando a la respuesta correcta,

E! regisiro eléctrico de neuronas en el hipocampo de monos durants
tareas que involucran memoria espacial, ha confirmado la presencia de aclividad
neuronal importants en esta zona asociada a respuestas espaciales; s&-ha
reporiado la actividad de neuronas en respuesta a la posicion del estimulo en e}
espaclo y al recuerde de dicha posicién del estimulo (Cahusac et al;, 1689;
Feigenbaum y Rolls, 1891},



V. HIPOCAMPO Y MEMORIA: ROEDORES.

Una gran parie de los estudios sobre memoria se realizan en roedores,
dado el amplio margen de manipulacién que esta especie permite y por el éxito
que sobre éilas se ha oblenido en la produccidn de alteraciones mnémicas a
través de diversas técnicas y en una amplia variedad de tareas. Con frecuencia
se ha documentado la parlicipacidén del hipocampo de esta especie en la
ejecucién de tareas que requieren el uso de procesos mnémicos; asi, la
integridad del hipocampo parece ser una condicién indispensable para
conservar la informacién adquirida a través de las experiencias del animal,

Se ha demostrado que ratas con lesién en el hipocampo presentan
trastomos en la retencidn y recuperacién de informacién adquirida antes o
después de una lesion, esios trastornos o dafias en la memoria se han
reportado en tareas que pretenden semejanzas con las fareas utllizadas en
otras especies y que, finalmente, tratan de representar a las situaciones en las
que los humanos con dafo hipacampal generalmente presentan deficiencias, En
la ejecucion de una tarea de discriminacion condicionada y en problemas de
alternancia demorada a intervalos varlables, las ratas con fesion en el
hipocampo mostraron un deterioro cuando se requirié de demoras relativaments
largas entre los- estimulos, sefialande la importancia del hipocampo en el
recuerdo de eventos especificos (Winocur, 1991). En‘las tareas:de igualaclon y
no-lgualacién a la muestra demorada, en las cudles tanto monos ‘como
pacientes amnésicos presenlan una ejecucién efronea, la esion en sl
hipocampo de ratas produce trastornos en la adquisicién y retencién de dichas
tareas (Pelnado, 1990), mostrindose incapaces de readquinrias postenormente
cuando éstas han sido aprendidas antes de la lesion (Jaglelo, 1990), Utilizando
el paradigma de preferencla de alimentos, Winocur {1990) ha senalado la
presencia de amnesia anterdgrada y retrégrada- en. ratas con leslén. en el
hipocampo. De manera consistents, : otros ‘autores han encontrado -actividad
eléclrica en las capas CA1 'y CA3 asociada a procesos mnémicos en ratas
{Sakurai, 1890; Edeline st al,, 1990).

V.1 HIPOCAMRO Y MEMORTA ESPACIAL.

Los conceptos de espacio y tiempo se presentan de manera Inirfinseca
cuando se hace referencia al suceder de los eventos en el medio ambiente
Considerando la relacién organismo-amblents, la sensibilidad delos organﬁsmos‘ :
ante tales propiedades es Indispensable en términos adaptativos; los ahimales
construyen y almacenan representaciones de su amblente espacial a fravés de
su experiencia con el objetiva de predecir-dénde toman lugar jos eventos, ésta’
capacidad finaimente les da'la posibliidad de encontrar su alimento, localizar su
madriguera y en general, de adaptarse.’ espaclalmente a “su  entomo.
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Expermentalmente, se ha distinguido a los procesos de recibir, almacenar v
recuperar informacion espacial como memoria espacial y una gran parte del
estudio de eslos procesos se ha llevado a cabo en roedores, como modelos
experimentales.

La evaluacidn de la memaoria espacial en ratas se reaiiza generalments, a
través del uso de laberintos, en los cudles se requiers que el animal aprenda la
localizacion de determinados estimulos o aprenda las rutas adecuadas para fa
solucién dei laberinto, para lo cual, las ratas utilizan sefiales como refersncias
en la elaboracién de representaciones espaciales. En laberintos de agua donde
los sujetos requisren recordar la localizacion de una plataforma de escape, se
ha demostrado que ratas con lesién en el hipocampo (Goodiett et al., 1989), o
lesion por isquemia en la capa CA1 del hipocampo dorsal (Hagan y Beaughard,
1990), presantan deficiencias en la recuperacién de informacion a largo plazo vy
afecciones en memoria {anto de trabajo como de referencia, respectivaments.
Eichenbaum et al. (1990) reportaron que ratas con lesidn en la fimbria fémix
muestran una alta incidencia de errores en ta ruta de escape en un laberinto de
agua, particularments cuando la tarea demandaba el uso de una representacion
basada en relacionss entre multiples sefales de referencia, sefialaron también
gue la lesion deteriora el uso flexible de la informacién aprendida. En laberintos
radiales, las ratas que fueron sujetas a una lesidn en el hipocampo, presentaron
alteraciongs en la memoria de trabajo y en la formacién de representaciones
cognitivas (Okaichi y Oshima, 1990); adn cuando ia lesién fue realizada después
del entrenamiento, la e]ecucién fue severa y permanentements alterada (Becker_
ot al, 1980). Lesiones mds restringidas del hipocampo realizadas en el-giro
dentado con cotchicina (una toxina que afecia sl sistemna de microtdbulos en las.
células causando su destruccion) han afectado.la adquisicidn y retencién de
informacién espacial en un labertinto de agua de Morris (Nanry et al., 1989) v fa,
memoria de trabajo en un faberinto en T (Emerich y Walsh, 1983).

V.Il. HIPOCAMPO Y MEMORIA: SISTEMA COLINERGICO.

Los descubrimientos sobre las alteraciones .en los niveles- de:
neurotransmisores (acetilcolina y serotonina, principaimente) en pacientes.con
Alzheimet, los trastomos amnésicos asociados a la atrofla en el.nticleo basal de
Meynert y los efectos amnésicos como resultado de la administracion . de
escopolamina en sujetos normales, han motivado el interés enel estudio
colinérgico de procesos mnémicos en el hipocampo de roedores; los resiiltados - -
abtenidos . indican una relacidn imporante: entre la memorea y. la actividad
colinérgica en el hipocampo de estas especles.

Con respecio a ia refacion enire acetilcolina y memorla en ratas, Olton
(1990) reportd que lesiones en-el nicleo basal magnocelular {anélogo al nicleo
basal de Meynert en el humano) y en el drea seplal media de ratas, reproducen.
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los sintomas conductuales de las lesiones en la corteza frontal y el hipocampo y
que la lesién en el sistema colinérgico basal en la regién anterlor del cerebro,
induce trastomos en memoria reciente semejantes a los presentados en
pacientes con enfermedad de Alzheimer en etapas tempranas de la
enfermedad. Ei drea septal media, junto con el nucleo basal magnocelular, son
las fuentes colinérgicas mas Importantes que inervan al hipocampo en la rata.
Mayo (1989) sugirié que la lesién en el nicieo basal magnocelular y la iesién en
el area septal media afectan la memoria de referencia y de trabajo,
respectivamente. La conexidn entre el drea septal media y el hipocampo se
realiza a través dsl fémix, esta importante cantidad de aferentes colinérgicas
que envia el drea septal media son recibidas por el hipocampo en la limbria del
férnix. Los estudios con diseccién de la fimbria, han demostrado una
pronunciada denervacién colinérgica, predominantemente en la parte ventral del
hipocampo, indicada por la reduccidn de acelilcolinesterasa, enzima que
degrada a la acetilcolina. Esta denervacién colinérgica ha sido asociada con
trastormnos en la adquisicion de una tarea de discriminacién espacial, implicando
la alteracidn de la memoria de trabajo y memoria de referencia en las ratas
{Van-der-Staay et al., 1989). Piercey et al. (1987) reportaron un decremento en
la aclividad metabélica energética en las regiones CA1, CA2, y CA3 del
hipocampo asociado a un efecto amnésico coino resultado de !a administracion
de escopolamina en ratas, La depresidn que se obsenvd en el metabolismo de la
glucosa en estas regiones después del tratamiento con escopolamina, sugiere
que el efecto amnésico de la escopolamina se debe al bloqueo de la funcion
colinérgica en el hipocampo.

Por otra parte, la realizacién de transplantes de neuronas colinérgicas del
area septal en sl hipocampo de ratas que fueron . previamente lesionadas,
produjeron una recuperacién conductual en la ejecucion de tareas espaciales,
sugiriendo que el restablecimlento de acetilcolina en el hipecampo.lesionado -
produjo una mejoria en la memoria espacial de las ratas (Bond et al., 1989;
tkegami et al,; 1988).

V.ill.. HIPOCAMPO Y MEMORIA ESPACIAL: ESTUDIOS CON
ESCOPOLAMINA.

E! uso de farmacos se ha converido en una de'las herramientas: mas
dtiles en el estudio de eventos bloquimicos. Dentro de ‘fa. neurofisiologia el
andlisis farmacologico se ha desarrollado” ampllamente . abarcando,
présperamente, el estudio de -ia neurotransmisidén: asociada -a procesos
cognitivos y emocionales as{ como la de sus patologias. Un punto de especial’
interés en la investigacion:farmacoldgica es la forma en la cual los farmacos
interfieren o facilitan con la comunicacion neuronal'y el efecto a nivel conductual ‘
del tratamiento farmacologico.
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Algunos estudios han mosirado que agentes antimuscarinicos tales
como la escopolamina y la atropina son capaces de alterar tanto la adquisicion
como la sjecucion de una cierta variedad de conductas aprendidas. En
contraste, compuestos como la fisiostigmina, que inhibe a la snzima que
cataboliza a la acetilcolina: la acetilcolinesterasa, es capas de fortalecer la
ejscucion en tareas de aprendizaje y memoria (Fibiger, 1991).

Una posibilidad interesante en el estudio de la paricipacién colinérgica
del hipocampo en la memorla espacial en ratas, es 1a evaluacion del efecto de la
administracién intracraneal de escopolamina, considerando, como se menciond
anieriormente, su propiedad como antagonista muscarlnico y que la
administracion de este compuesio en sujetos normales produce sintomas
amnésicos. Al respecto, Toide (1989) adminisiré escopolamina -a través de
didlisis intracerebral in vivo, notando cambics importanies en los niveles
extracelulares de acetileolina en el hipocampo y corteza frontal de ratas. Givens
y Olton (1990) reportaron que la inyeccién de 15 y 30 microgramos - de
escopolamina en el drea septal media, redujo el nivel de aciertos en una tarea
previamente aprendida que comprendia memoria de trabajo en un laberinto en
T, ademads se observé que ef tratamiento fue capaz de suprimir el ritmo theta del
hipocampo, el cual ha sido asociado con procesos cognitivos y que se ha
sugerido que se encuentra regulado por el 4rea seplal media. El nivel de
ejecuclon de las ratas en el laberinto en T presenté una alta correlaclon con el
efecto de la escopolamina sobre el ritmo theta,
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VI. RECEPTOR MUSCARINICO Y ESCOPOLAMINA

La acetilcolina (Ach) es uno de los transmisores mas importantes y que
mayor estudio han recibide. Su importancia radica en la amplia disiribucién que
este neurctransmisor presenta y en los procesos en los que ss encusntra
involucrado. Los receplores para la acetilcolina se encuentran, a nivel periférico,
principalmente en musculo esquelético, misculo cardiaco y ganglios auténomos.
A nivel cenlral se les localiza ampliamente distribuidos en el encéfalo. La
acetilcolina se sintetiza a partir de dos elementos, por una parte de una
molécula compleja que es producida por las milocondrias: la coenzima A, que
presenta unido a élla un fon de acetalo, formando asf a una molécula acetil-
coensima A y por olra parte de la colina, que es una suslancia derivada de la
ruptura de lfpidos. En presencia de la enzima colin aceliltransferasa, ef ion
acelato es transferido de la coenzima A a la colina produciendo una molécula de
acelilcolina. La acelilcolina por otra parte, es desactivada por la enzima
acetilcolinesterasa. La desactivacién produce colina y acetato como metabolilos
de la acetilcolina (Carlson, 1994).

Existen dos tipos baslcos de receptores para la acetilcolina: receptores
nicotinicos y receptores muscarinicos. La acetlicolina se une a ambos
receptores, pero estos difieren bioquimica y funclonalmente. Los dos tipos ds
receplores. pueden  ser -distinguidos  farmacoldgicamente, . dado que  hay
agonistas (nicotina y muscarina) y antagonistas especificos para cada uno de
éllos. En el caso de los antagonistas que son compueslos que bloguean al
recaptor, se pueden nombrar, por ejemplo, al curare para el receptor nicotinico y
a la atropina y la escopolamina para el receptor muscarinico, El receptor unido
directamente a un canal en el musculo ssquelético es nlcotmlco, mientras que
en neuronas simpalicas y en ciertas neuronas del hipocampo y corteza cersbral,
la acetiicolina actlia sobre uno o mdas receptores muscar{nicos (Kandel etal,
1991).

Los receplores nicotinico y muscarinico presentan a su vez subtipes: de
receptores 'y aclualmente se conoce que varios subtipos de ambos receplores -
colinérgicos estan presentes en el cerebro (humanos y ratas). iniclaliménts, fos. ..

receptores muscarfnicos han sido clasificados farmacoldglcamente en receptor

M1 y M2 conforme a la sensibilidad de este receplor. por-8l antimuscarinico
alipico pirenzepina; la plrenzepina es selectiva para el receptor M1 (Palacios'y -
Mengod, en Chan-Palay y Kohler, 1989. Cap. 14).-No obstants, recientements .

se ha reportado-la existencia’ de por lo menos 5 sublipos de ‘receptores:

muscarinicos diferentes (M1, 2, 3, 4 y 5), aunque solo los receptores M1 y.-M2.".
han sido purificados (de cerebro y atrio) y subsecueniements clonados (Siege| V
et al, 1994) :



El receptor nicotinico es un receptar lonotrdpico, en donde el transmisor
actda directamente sobre el canal iénico de la proteina. El receptor muscarinico
es un receptor metabolrépico. En el caso de los receptores metabotrdpicos que
gstan constituidos por una sola subunidad con  siete  segmentos
transmembranales caracteristicos, el receptor se encuentra unido a una proteina
G; estas proteinas estdn conformadas por tres subunidades: alfa, beta y gama,
Las proteinas G reciben su nombre dado que se encuentran ligadas al
nucledtide guanosin difesfato (GDP) o al guanosin trifosfato (GTP) en su
subunidad alfa. La interaccién del transmisor con el receptor metabotidpico
produce un cambic conformacional gue activa a la proteina G, la aclivaciénde la
protsfna radica en el reemplazo de GDP por GTP en la subunidad alfa, la cual
se disocia del complsjo beta-gama. La subunidad alfa fibre se une y modula la
actividad de una enzima efectora; estas enzimas efectoras intervienen en la
produccién de segundos mensajeros (tales como el AMP ciclico, al GMP clclico,
ol diaciigliceral o inositol polifosfate entre otros). El segunde mensajero, a su
vez, dispara una cascada de aventos bioguimicos: puede actuar direclamente
sobre el canal o con mayeor frecuencia activando una enzima de la familla
llamada protelnquinasas; esta enzima puede modular a canales idnicos a través
de la fosforilacidn ya sea, de la proteina-canal o de una protelna reguladora que
acttla sobre el canal. En ciertos casos fa protsina G puede tamblén interactuar
directamente con el canal iénico o con una bomba, independientaments de la
produccidn de segundos mensajeros. Los segundos mensajeros pueden
ademdas, alterar las propledades de las proteinas receplor, canales idnicos o
bombas modificando su actividad; también pueden movilizar lones de calclo de
almacenss intracelulares o regular la expresién de genes y.porlo tanto, dolar a
la transmisién sinaptica con consecuencias ds larga duracion. Asi, la accidn de
los receplores metabotrdpicos puede cambiar el  estado bioguimico o
bloeléctrico de la célula incluso por periodes de larga duracion (Kandel, et al.,
1991, Nicholls, st al., 1992).

Los receplores ionolidpicos y los metabotropicos tlenen funciones
diferantes, los primeros producen acciones sindpticas relativamente rapidas (de!
orden de milisegundos), mienlras que los receptorss melabotrdpices prodicen
acciones sindpticas lentas (durando segundos y atin minutos). Esta accidn lenta
a menudo sirve para modular la conducta a través de la alieracién de. la
excitabilidad de las neuronas y de la fuerza de la conexién sinaptica de los
circuitos neuronales bdsicos, Incluso la transmisidn sindptica metabotrépica es
considerada para explicar algunos de los fendémenos plédsticos sugendos en ol
aprendizaje (Kandel, el al., 1991).

Los eventos bioquimicos tempranos deserilos en la aclivacién: del
receptor muscarinico son: 1) la inhibicién de la adenil-ciclasa, ‘con un
decremento consecusnte en los niveles de AMPz. 2) Estimulacién de la
fosfolipasa C vy la produccidn de ionosotol Wifosfato (InsP3).v diacilgllicers!
(DAG), lo cual incrementa los niveles de calcio provenientes de almacenas.
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intracelulares. 6, 3) la regulacién de canales idnicos de potasio y calcio (Siegel,
1994).

En relacion con el efecto de la activacién del receptor muscarinico sobre
el potencial de membrana, se ha sefialado que hay sinapsis muscarinicas
excitatorias e inhibitorias (Rosenzweig y Leiman, 1992). Durante la activacion
det receptor muscarinico, la accién sobre el canal de potasio produce un
incremento en la conductancia para este ion y la hiperpolarizacion de la
membrana celular en las terminaciones postgangtionares (Siegel, 1994). En el
hipocampo, en particular en las células piramidales, se ha sefalado que la
activacion del receptor muscarinico conduce a una despolarizacién de la
membrana celular {Carlson, 1994),

La escopolamina es un alcaloide natural, también llamade L-hiosina, se
obtiens de una plania solanacea: el belefio (hyoscyamus niger). La extraccion
de la escopolamina se realiza padicularmente ds la raiz, la cual se considera
narcdtica, La escopolamina contiene en su estructura bloquimica un grupo
amino terciario, Yo cual facilita su paso a fravés de la barrera hematoencefdtica.
A nivel periférico, al igual que la atropina, acliia sobre las terminaciones
parasimpaéticas postganglionares, bloqueando los efectos
parasimpaticomiméticos muscarinicos. No obstante, la escopolamina es de 3 a
10 veces mds potenie gue la atropina en sus efectos sobre sistema nervioso
central. La escopolamina es un antagonista de tipe competitivo,. por lo cual su
sfacto depende de la proporcién entre las concentraciones del neurotransmisor
y del propio antagonista. La desactivacion de la escopclamina es un proceso
fento ya que también contiens un grupo éstar en su estructura bioquimica; para
&l hombre, la hidrdlisis de ésteres es poco importante'y la mayor. parie de los
alcaloides naturales aparecen inalterados en la orina (Meyers et al., 1980).



19

Vil. PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL.

El estudio de la memoria responde principalmente a dos objetivos, por
una parte al conocimiento por si mismo, del funcionamiento del cerebro humano
y por otra parte, a la posibilidad de obtener cierlo control sobre los mecanismos
que sustentan a la memoria. En este Ultime caso, la posibilidad de determinade
control permitiria la intervencion del hombre para mejorar las capacidades
mnémicas del ser humano en general, ¢ para implementar una terapéutica
aficiente en los trastoros amnésicos (como los presentados en la enfermedad
de Alzheimer). Sea cual fuere el motivo, las aproximaciones de estudio deben
considerar varios niveles de andlisis, entre ellos el neuroguimico, dentro del
cual, el andlisis farmacoldgico ofrece grandes posibilidades. Por otro lado, el uso
de especies infrahumanas en el estudio de la memoria puede responder, en
cierto grado, a Ia necesidad de modelos experimentales en los cuales se facilite
la manipulacidén de variables que difisiimente se podida realizar con los
humanos. Aunque si bien no es posible crear modelos animales de la
enfermedad de Alzheimer con monos o ratas y, ademés, el uso de estos
animales como modelos experimentales es aun discutible para eventos tan
complejos como lo son los trastomos amnésicos humanos, la evidencia
experimental confirma la posibilidad de reproducir en estas especies (por lo
menos parcialmente) algunos de los trastornos més frecuentes en sujetos con
padecimientes amnésicos. En esta sentido, el uso de especies infrahumanas en
el estudic de la memoria ofrece una alternativa efectlva y promueve el trabajo
experimental sobre la materia,

Como se revisé anteriormente, existe una gran cantidad de reportes en-
varias especies sobre la participacion del hipocampo y la actividad collnérgica -
del hipocampo en procesos mnémicos. En pariicular, algunos estudios sugleren
la participacion del hipocampo y de su actividad colinérgica en la recuperacidn
de Informacion espacial en ratas. No obstante, la investigacién sobre este punto
no estd adn concluida. Fibiger (1991) sefiala: que a mediano plazo, las
aplicaciones locales de agemes muscarinicos y de microdidlisls cerebrai pueden
ser Gtlles para aclarar la atn misteriosa funcién de las neuronas colinérgicas-
centrales y, que en la ausencia de una adecuada - definicién funcional, los-
programas  dirigidos al desarrolio de farmacoterapias colindrgicas  para- las
deficlenclas cognitivas en la enfermedad de Alzheimer estén basadas més en’
creencias que en hechos establecidos. Por otra parte, se requiere de estudios
diferenciales ‘sobre la parlicipacién de sistemas de neurotransmisién. en el
proceso mnémico, de estudios integrativos en cuanto a la accién conjunta de los
diferentes sistemas de neurotransmisién, del anéilsis de fenémenos plésticos -
asoclados a respuestas mnémicas espaciales. etc. '



El presente estudio se centra particularments, en el hipocampo dorsal
en la actividad de receptores colinérgicos metabotrdpicos de esta area, como
sustratos neuroanatdmico y neuroquimico respectivamente, en la recuperacion
de informacién espacial. Reportes de Palacios v Mengod, y Zilles (en Chan-
Palay y Kéhler, 1989. Cap. 13 y 14), sefalan que el marcaje con los ligandos
[3H)-metil-escopolamina o [3H]-quinuclidinilbenzilato revela que el hipocampo de
los mamiferos es wuna estructura rica en receptores muscarinicos,
presentdndose como la estructura cerebral con més alto nivel de estos
receptores solo después de algunos componentes do los ganglios basales. El
marcaje con ligandos selectivos entre los subtipos de receptores muscarinicos
((3H]-Pirenzepina para el receptor M1 y [3H]-Oxotremorina-M para el receptor
M2), revela que los receplores colinérgicos muscaripicos del tipo M1 se
encuentran concentrados con mayor densidad en las capas estrato oriens,
piramidal y molecular en el drea CA1 y en la capa molecular dei giro dentado,
mientras que los receptores del tipo M2 se concentran en mayor proporcion en
todas las capas de CA1 a CA4, con excepcion de la capa molecular de CAl y la
capa estrato oriens en CA2. Alrededor de! 80% de la poblacién de receptores
muscarfnicos en el hipocampo corresponde al tipo M1. Estudios postmortem en
humanos han mostrado que la distiibucidén de receptores colinérgicos
muscarinicos en la formacion hipocampal de los humanos es comparable a la
abservada en las ratas.

Por olra parte, los resultados oblenidos en roedores no han sido
corroborados en ofro tipo de tareas de memoria espacial diferentes a las
convencionales (especialmente laberintos). Asl, en el presente estudio se ulilizé
una tarea de memoria espacial que requiere que los sujelos (ratas) elaboren y
almacenan Ja represeniacién de un espacio ¥ sus componentes, implicando I
capacidad de iacalizar eficazmente estimulos constantes (fuentes de alimento)
en este espacio. La tarea estd basada en la tarea utilizada por Sherry y
Vaccarino (1989), en el estudio sobre el hipocampo y la memoria en ciertas
especies de aves que conservan y recuperan comida de pequefios almacenes,
distribuidos a lo large de los limites de su morada. En este estudio Sherry y
Vaccarino, utilizaron una caja al estilo de pajarera, la cual contiene 8 drboles
ariificiales, cada arbo! alberga a su vez, ciero numero de orificios donde el ave
puede almacenar semillas para después recuperarlas, o incluso, - el
sxperimentador puede colocar semillas en detenninados orificlos (siempre los
mismos), requiriendo que las aves aprendan que un grupo constante de arfficios
contiens comida, implicando el recuerdo para su localizacién. Cabe mencionar
que estos autores, de manera consistente con Jos estudios en olras espemes,
reportaron que el hipocampo ds eslas aves es una estruciura indispensable en
ol recuerdo de informacidn espacial. Sumado a lo -anierior, el uso de la tarea
empleada en este estudio intenta suprimir variables como el estrés al que se
someten los sujelos en tareas como evitacién activa y pasuva o en ios laberintos
de agua.



En el presente estudio se evaiud el efecto de la administracion de
escopolamina en el hipacampo dorsal de ratas sobre la ejecucidn de una tarea
de memoria espacial previamente aprendida. Para cumplir con tal propdsito, en
primer lugar se verificd si la lesidn en esta drea interfiere con la ejecucion
postentrenamiento de los sujetos, realizando un primer experimento donde la
ejscucion de un grupo de ratas con lesidn en el hipocampo dorsal fue
comparada con la ejecucién de dos grupos controles: un grupo "sham" en el
cual se siguieron los mismos procedimientos quirdrgicos del grupo experimental
pero sin realizar fa lesidon y un grupo que no fue sometido a ningin
procadimiento quirdrgico. Una vez confirmado que la ejecucién de la tarea
depende de la integridad dal hipocampo dorsal, se analizé la participacidn del
sistema colinérgico metabotrépico en esta regién, como sustrato neuroqufmico
en la recuperacion de informacidn espacial; para lo cual se realizé un segundo
experimento, donde la ejecucién de un grupo de ratas al que se te adminisird
escopolamina en esta zona, se compard con ia ejscucién de un grupo control al
que sdlo le fue administrado el vehiculo de la droga (solucidn salina). Finalmente
se compara también, al efscto de la lesidn con el efecto de la administracién de
escopolamina en el hipocampo dorsal.



Vill, EXPERIMENTO 1.

OBJETIVO:

Determinar, a través de lesiones electroliticas bilaterales en el hipocampo
dorsal, si los procesos mnémicos que subyacen a la recuperacion de
informacidn sobre la tarea conductual entrenada involucran la integridad de esta
zona.

HIPOTESIS:

La lesién en la regién dorsal del hipocampo de ratas, interfiere con la
ejecucién de una tarea de memoria espacial previamente aprendida.

METODO.

Sujetes: Se ufilizaron 21 ratas machos Wistar sin  experiencia
experimental previa, con un peso corporal entre los 250 y 300 gr al inicio del
experimento. A su liegada al laboratorio fueron alojados en. compartimentos
individuales con acceso libre af agua v al alimento (Purina Rat Chow).

Aparatos y material: Para el entrenamiento de los sujetos se utilizé una
caja de acrilico color &mbar oscuro de 40 x 40 cm de base y 26 cm de altura, En
cada una de las paredes de fa caja se colocaron 5 tubos pequefios de cristal (20
en total) con una separacion entre cada uno de ellos de 6 cm. v a Una altura de
4 cm del piso de la caja. En la tapa:{lecho} de la caja se ubican 5 focos de 12
watts uno de ellos en el centro y los 4 restantes.a 10 cm de los vértices deta-
{apa {uno porvénlce)

Esquema de la caja: Los nimeros corresponden a los tubgs de cristal en’
las paredes ds la caja Las letras corresponden a los focos en el techo de la
caja.

-Frente-
40 cm
e i |
1 2 3 4 §
l‘zo A B|6
| 19 7
40cm 18 C 8
17 9
16D E {10

15 14 43 12 11



23

Para las cirugias se utilizd un aparate estersotdxico David Kopf para
roedores, un lesionador electrolitico de corriente constante marca Grass {Mod.
DC LMS5A), un electroda de plata calibre 22 y material quirdrgico,

Procedimiento:

Entrenamiento conductual: A su llegada al laboratorio se registrd
durante fres dias el peso corporal de las ratas en acceso libre a agua y alimento,
el promedio de los tres dias se considerd como el 100% de peso corporal. A
partir del cuarto dia, se restringid el acceso al alimento y al agua duranle el resto
del experimento para mantener a los sujetos en ol 85% de peso comoral,
Durante ires dias consecutivos se entrend a los sujetos a tomar leche azucarada
(33.3 ml. de leche {marca carnation} por cada 100 ml. de agua, mas 3.5 gr. de
azucar). El entrenamiento se realizd en su caja habitacidn proporcionando 10
min de acceso a la leche cada dia.

Posteriormente, se inicid el entrenamiento de los sujetos en la tarea, sl
cual conslstié en introducir a los sujetos en la cdmara de registro (caja de
acrilico) con el foco "A" encandido, y con 1a cabeza del animal orientada hacia ia
pared poslerior de la cdmara, Previamsnte, los tubos 1, 3y 5 (ver esquema) se
llenaron con leche azucarada (0.2 m¥/tubo), tanto ios tubos como el foco
encendido {usron siempre los mismos a lo largo del entrenamiento y de las
sesiones prueba, El objstivo del foco encendido, es que ésta luz funcionara
como senal externa de referencla para los sujelos. Cada sesidn concluyd
después de que el sujsto visiié los 3 bebederos {iubos) con leche o blen,
transcurrieran 20 min., lo qua ocurriera primero. Ei objetivo del entrenamiento
fue que los sujetos, a io largo de las seslones, localizaran cada vez con mayor
exactitud los 3 bebederos que conlenian leche azucarada, para lo cual,; dos
obsarvadores independientes realizaron registros conductiales de los su;etos
durante las seslones. Para cada sujeto se registré el tlempo (latencia) desde sl
momento en que fue introducide en la cémara de regisiro, hasta que localizara
los tres bebedsros. El entrenamiento en la tarea se realizé durants sesiones
consecutivas (dos por dfa), hasta que cada sujeto cumplio: el criterio de visitar
los 3 tubos con leche azucarada, con una latencia no mayor de 20 segundos
durante 3 sesiones conseculivas.

Clrugfa: Después de que cada sujelo cumplio el crilerio, se-realizaron
lesiones bilaterales en el hipacampoe dersal. Para tal fin, se asigné a los sujetos
a Jos sigulentes grupos:

a) un grupo de ratas con lesién electrolitica bilateral en el hipocampe
dorsal, '

b} un grupo contrel con leslén falsa (sham), en el que se siguié sl mlsmo
procedimiento quirGrgico sin efectuaria lesidn'y,
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¢} un segundo grupo control integro que siguié la misma secuencia
experimantal sin que se efectuaran los procedimientos quirdrgicos.

En todos los casos, cada grupo estuvo constituido por 7 sujetos,

Las lesiones se realizaron con un lesionador electrolltico, bajo anesiesia
de peniobarbital sddico (Anesiesal) en dosis de 47.2 mgkg administrada
intraperitonealmente (i.p.) v, en los casos as{ requerido, se prolongd o auments
la anestesia con éter (Baker). La punia del elecirode fue colocada con téenicas
estereotdxicas, A-P-3.8, L +/- 1.4,V -3.6, referidas a bregma y la supsiiicie del
créneo, con la barra de los inclsivos en -3.3 {Paxinos y Waltson, 1986). La lesion
se realizé con una descarga de 1.5 millamperes (C.D.), duranie 45 segundos.
Después de realizada la lesién.se suturd a las raias, v se regresaron a su caja
individual previa adminisiracidn de peniciiina benzatinica.

Para el grupo control con lesidn falsa "sham® se siguié el procedimiento
previamente descrito, insertando &l slectrodo pere sin pasar la corrients elécirica
a través del electrodo. Después de los procedimientos quinirgicos los sujetos
tuvieron un perfodo de recuperacion de 10 dlas.

Seslones p?u@b&. Una vez concluide el parfcdo de recuperacién o de
descansc para el grupo contro! sin tratamlento quirdrgico, se realizaron 3
saslones prueba consscullvas (una por dfa), idénticas a las sesiones de
entrenamisnic en la farsa, con el fin de svaluar el efeclo da 1a lesién sobre la
sjacucion postentrenamiento de las ratas.

Verificacion Histoldglea: inicialmants se perfundié a los sujelos através
de ia aorta ascendente con un solucldn buifer-salina-fosfaie (100 mM; pH 7.4).
Ss continug la perfusion con 300 mi de paraformaidehido (4%)-buffer de fosfato
(100 mi, pH 7.4). Posteriorments, se incluyé a los cerabros en parafina y se
realizaron corles de 100 micras de espasor. La verificacién histoldgica se realizé
ublcande la localizacién y extensién. del tejido lesionado en. log ‘cores: de
cerabro, tomande como refsrencia las ldminas del Atlas sstersotdxico (Paxinos y
Watson, 1986), Corrobordndose que en todos los sujetos la lesién acertara en'el
hipocampo dorsal.

Andlisls de los Datos: Se recolectaron datos réspecto al tismpo
(latencia) requaﬂdo por los sujetos para localizar los tres bebaderos en cada una
de las sesiones prueba (de acuerdo al grupo de pertenencia), Dicha latencia
estuvo conformada por el tiempo dedicado a las condictas de: a) husmear, b)
desplazamiento con husmeo (lrasladarse husmeando de un cuadrante de la.
cédmara de registio a olro) y ¢} desplazamiento. No se considerd el t;empo que ol
sujeto dadicS a la ingesta del reforzador. Para realizar las comparaciones ss
obtuvo el promedic de los sujsios de cada grupo por sesién,
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Se realizaron comparaciones entre la efecucién en las sesiones prusba
(SP) 1, 2, y 3 entre los 3 grupos (intergrupos} y entre las SP de cada grupo
(intragrupos).

Estadistica: Para determinar la significancia de las comparationss en la
ejecucién en la tarea, se utilizd un analisis de varianza da parcelas divididas de
2 factores (F1: grupos, F2: sesionas) y 6 niveles (N}..

FI\F2 SP1 | sP2 { 8P3

Gipo. Control. N4

Gpo. Sham. NB

Gpo. Lesidn. NG
N1 N2 N3

En los casos de comparaciones especificas se utifizé la prueba de
Duncan. Cada grupo estuvo constituido por 7 sujetos.



RESULTADOS.

En la fase de adquisicion o entrenamiento en la tarea, como puede
observaise en la figura 1, los sujetos aprendieron rapidamente la localizacién de
los 3 tubos con reforzador, su ejecucion se estabilizé alrededor de 1a sesion

numero 12 y alcanzaron el criterio de adquisicién entre fas sesionss nimero 15
y17.

La verificacidn histolégica de las lesiones, la cual se llevé a cabo
comparando los cortes dal cerebro de los sujetos con las ldminas respectivas en
el Atlas estereotdxico, corrobord que en todos los sujetos (n=7) la lesién se
efectuara en el hipocampo dorsal {Figura 2).

Durante las 3 sesiones correspondientes al criterio de adquisicion de la
tarea (linea base: LB), en el periodo de entrenamiento, los 3 grupos presentan
latencias similares enire si (Fig. 3), lo que indica que los grupos no muestran
diferancias previas al tratamiento. Las latencias observadas (Fig. 3) en los
grupos con lesién falsa y control integro, durante las sesiones prueba,
permanecsen bajas y semsjantes a la linea base (LB). Lo cual sefala que ep
estos grupos el periodo de recuperacién y las manipulaciones quirdrgicas no
reparcutieron en la ejscucién en la tarea,

Los resultados del apdlisis de varianza (Tabla 1) sefialan difersncias
significativas para ef factor "A", antre grupos [F({18,224.8) = 9.24, p = 0.002], Sin
embargo, el andlisis de varianza no muestra diferencias significativas entre las
lres sesiones prusba para cada grupo (Intragrupos) [F(2,267.1) = 2.29, p =
0.114] y tampoco sefiala diferencias significativas en ias inferactiones
{F(4,130.3) = 1.12, p = 0.364],

Dado que el andlisis de varianza resultd significativo para las
comparaciones entre los diferentes grupos, se procedid a . realizar las
comparaciones multiples con la prueba Duncan. Los resultados obtenidos,
demuestran que el grupo en el cual se llevd a cabo la lesién en el hipocampa
dorsal, presenta una deficiencia en la ejecucion de la tarsa. Como puede
obsevarse en la figura 3 y tabla 1, el grupo con lesién presenta un incremento
respecto a lus grupos control de alrededor de 25 seg {5 veces mayor) en el
tlempo requerido para localizar los bebederos durante la primera sesion prusba.
La diferencia observada para esta sesién en el grupo con lesidn as significativa
con respecto al grupo con lesién falsa "Sham” (p < 0.05) y al grupo control’
integro {(p < 0.05), implicando que la lesién en el hipocampo dorsal provoca:
deficienclas en la recuperacion de la informacién sobre la iocalizacion de los ires
bebederos. Para la segunda. y tercera sesion prusba no se presentan
diferencias significativas enire.el grupo con lesién y los ‘grupos control. No
obstante, la ejecucién del grupo con lesidn continlia presentando un incremanto
importante en el tiempo requerido para localizar los bebederos con reforzador
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(Fig. 3 y Tabla 1) con respecto al grupo “Sham" vy al grupo control integra,
aungue en cada caso éste incremento es menar gue en la sesion inmediata
anterior.

Las comparacionss muiliples entre e! grupo con lesidn falsa v el grupo
control integro no presenta diferencias significativas en el tiempo requerido para
localizar los bebederos an ninguna de las 3 sesiones prueba (Tabla 1) y como
puede observarse en la ligura 1, la ejecucion de ambos grupas control mantiens
latencias bajas y similares.



EJECUCION DE 1.0S SUJETOS DURANTE LA FASE DE ADQUISICION DE

LA TAREA.
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FIGURA 1. Fase de entrenamianto en la larea espacna! En las ordenadas ¢ presenta
la latencia {expresada en segundos) para localizar los 3 tubos con el reforzador; en las-
abscisas las sesiones de antrenamianto.. Se muestra el promedlo +/- error estandar do -
los sujetos por sesion..
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VERIFICACION DE LA LESION EN EL HIPOCAMPO DORSAL.

FIGURA 2. Se muestran cortes transver51les del cerebro de rata, Los cortes (ae ,
arriba hacia_ abajo) se ubican a partir de Bregma-a - 3.30, -3.80° yo- 430
respectlvamente Se sefiala la ubicacion y extension de la lesidn én el hnpocampo;_1 3
dorsal con las dreas sombreadas Verxﬁcacxén obtenida de. una rata con lesxén};“;.
promedio.. -



EFECTODE LA LES!GN EN EL HIPOCAMPO DORSAL SOBRE LA
RECUPERACION DE INFORMACION ESFACIAL.
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FIGURA 3. En las ordenadas sepresenta la’ latencla (medla +-" error estandar;
expresados en segundos) para localizar los 3 tubos con &l reforzador, en-las abscisas,_ ;
las 3 sesionas correspondientes al criterio de adqunsncsén (LB) ylas: 3seslones prueba -

(SP). Se muestra la ejecucion del grupo con “lesiéh, el grupo con: lesién faisa.“Sham™y

el grupo control, n para cada grupo =7, Se seﬁalan ‘diferencias sigmflcatlvas entre gl
Qrupo iesnén con respecto alos grupos coritrot en fa sesién prueba s p< 0. 05 S



TABLA 1. EFECTO DE LA LESION EN EL HIPOCAMPO DORSAL SOBRE LA
EJECUCION EN LA TAREA ESPACIAL PREVIAMENTE APRENDIDA,

SP sp2 SP3
Gpo. CONTROL:
Media 5.364 3,647 2.629
Desv. Std. 3.317 2.784 1.182
Gpo. SHAM:
Media 6.084 6.120 4.487
Desv. Std. 4.553 6.695 3.215
Gipo. LESION:
Media 30403 21.877 13.363
Desv. Std. 28.427 14,760 13.949
Los dalos se expresan en segundos. n para cada grupo=7."p<0.05.
Andeva, F M.C/G.L. p{F)
Factor A 9.24 224.825/18 0.002*"
Factor B 2.29 116.659/2 0.114
Interaccidn Ax B 1.12 116.859/4 0.364

Media de cuadrados {M.C.} y Grados de libertad (G.L.). ** p < 0.01,

TABLA 1. Se musstran las medias y las desviaciones ssténdar por grupo
en cuanto al tlempo (en seq) requerido para localizar tos 3 bebederos en las 3
seslones prueba (SP). También se presenta-un resumen del andlisis de varianza
(Andeva) que incluye el valor de F, la media de cuadrados, los grados de
libertad y la probabilidad. Dado que el andlisis de varlanza resultd significativo,
se sefialan las diferancias significativas resultado de la prusba Duncan entre los =
difarentes grupos; indicdndose con asteriscos (en las-medias), si el valor
presenta una diferencia estadisticamente mgmﬁcaiiva con respecto a los
controles.
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DISCUSION.

En el presente experimento se logrd observar que la lesion del
hipocampe dorsal, interfiere con la ejecucion de la tarea de memoria espacial
previamente aprendida. Mieniras que en los grupos con lesion falsa y control
integro las latencias durante las 3 sesiones prueba, permanecen hajas v
semejantes a la linea base (LB). Lo anterior sefala que el periode de
recuperacién postoperatorio y/o las manipulacienes quirlrgicas no afeclan la
capacidad de los sujetos para recuperar {a informacién sobre la localizacién de
los 3 bebederos con reforzador vy, por tanto, estas variables no explican la
deficiencia observada en el grupo con lesion.

Los resultados obtenidos, una vez realizadas las comparaciones
estadisticas corespondientes, permiten concluir que la destruccion del
hipocampo dorsal tiene como consecuencia una deficiencia en la capacidad de
las ratas para recuperar informacién sobre la focalizacion espacial de estimulos
previamente aprendidos. No obstante, con el presente protocolo se observé una
recuperacion parcial det grupo con lesién conforme transcurrieron las seslones
prueba (Figura 3). Tal recuperacion quiza puoda explicarse por un reaprendizaje
de Ia tarea independients del hipocampo dorsal y probablements potenciado por
algunas estrateglas (independientes del hipocampo) que se conservaron
posterormenie a la lesién yfo por un proceso plastico; en donde otro u olros
sistemas diferentes al hipocampo restituyeron la recuparacion de la informacion.
Lo anterior no rechaza la pariicipacion de!l hipocampo dorsal en fa recuperacion
de informacién espacial, en realidad, sefiala la capacidad plastica del cergbro.
Por olra parie, en el presente estudio tampoco so excluye la: participacién de
olros sisternas o estructuras cerebrales distintas al hipocampo. Hay evidencia
suficlente sobre la participacion de olras estructuras en procesos de memoria;
tales como los cuerpos mamilares; los nicleos taldmicos dorsomedial v el drea
anterior del talamo {(Carlson, 1994), Ia corteza prefrontal (Kolh, 1984), el nucleo
caudado (Prade-Alcald, 1985), ete. o

Las observaciones obtenidas en e presente experimento, apoyan a los’
estudios, reportados en la documentacion, que refieren la padicipacion del
hipocampo dorsal de ratas, como sustraio neuroanatémico en la recupsracion
de informacién espacial previamente aprendida. (p.e, Goodlett et -al., 1989,
Hagan v Beaughard, 1990; Eichenbaum et-al, 1890} y son congruentes con-los
estudios que indican que la participacién. de esta -estructura, en funciones
mnémicas, es compartida. por- diferentes especles de  mamiferos,
particularmente entre ratas, monos y humanos (Squire, 1892). ‘

Finalmente, el incremento en las latencias en ef grupo con lesién durante
las seslones prueba, no se explica por deficlencias en la motivacidn dado que
todos los sujetos del grupo con lesién localizaron y bsbieron, aungue muy
posteriormente, el reforzador en los tres bebedaros correspondientes. Tampoco
se explica por defictencias motoras, dade que-los  sujetos con ' lesidn no
prasentaron akeracionas en la marcha y el volumen de tefido lesionado en la



corteza motora, por el paso del electrodo, es de una proporcién minima (aprox.
2 mm* Fig. 2) comparada con estudios (ratas) en donde se lesiona corieza
motora (24 mm®) explicitamente para observar dafios motores (p e. hemiplejia
por ablacion), incluso en estos estudios se sefiala una recuperacion ya bastante
importante para el décimo dia (Brailowsky et al, 1998) o antes (Goldstein,
1995). Ademas, el grupo con lesidn falsa “sham”, en el cual el electrodo también
atravesd corteza motora, no presenta alteraciones en su sjecucién, Por otra
parte, las conductas de inmovilidad y acicalamiento, que pudieran indicar daios
motores o efectos sobre la atencién de los sujetos, précticamenia no se
presentaron.



IX. EXPERIMENTO !l

ANTECEDENTES.

Una vez confirmado con en el experimento anterior, que la integridad det
hipocampo dorsal es de stma imporancia en fa recuperacién de informacion
sobre la tarea conductual entrenada, situando al hipocampo dorsal como un
sustrato neurcanatémico en la recuperacién de informacion espacial
previamente aprendida y que en general, los resultados son congruentes con la
documentacién sobre el tema, se procedié a evaluar la padicipacion de la
actividad colinérgica metabotrépica de esta zona sobre la ejecucidn
postantrenamiento de la tarea y a comparar el efecto de la lesion electrolitica
con el efecto de la microinfusion aguda de escopolamina en ef hipocampo dorsal
sobre la recuperacién de informacién espacial. Para lo cual se realizé el
presente experimento.

OBJETIVOS.

Evaluar el sfecto del bloqueo colinérgico muscarinico en el hipocampo
dorsal, a través de la microinfusién aguda de sscopolamina, sobre la ejecucion
de un grupo de ratas en una tarea de memoria espacial previamente aprendida.

Comparar e} efecto de la lesion electrolitica con el efecto del bloqu'eo
colinérgico muscarinico-en el hipocampo dorsal de ratas sobre la recuperacion
de informacién espacial.

HIPOTESIS.

Ei bloqueo de-la actividad colinérgica metabotrdpica en ‘el hipocampo -
dorsal, a {ravés de la administracidn de un antagonista cofinérgico de receptores
muscar{nlcos la escopolamina, interfiere con la ejecucién, de un grupo. de ratas,
en una tarea de memoria espacial previamente aprendeda

El blogueo de la actividad oohnergxca metabotroplca en el hlpacampo
dorsal ds ratas tlene repercusiones similares a la lesién electrolitica on”esta’

misma zona, en cuanto-a la recuperacion de informacién espacual prevaamente
aprendida,

METODO.

Sujetos: Se utilizaron- 14 ratas machos Wistar sin . experiencia
experimental previa, con un peso corporal de entre 250°y-300 gr. al iniclo det
experimento, A su llegada al laboratorio fueron alojados en compartamentos
individuales con acceso libre a agua y alimento (Puriha Rat Chow).
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Aparatos y material: Se utilizd, ademas del material descrito en el
experimento t (a excepcion del lesionador y el electrodo), canulas de 15 mm. de
longitud de tubo de acero inoxidable hipodérmico calibre 22, dos inyectores
(tubo hipodérmico) de acero inoxidable calibre 27 de 16 mm. de longitud,
jeringas Hamilton de 100 microlitros, una bomba de microinfusion (Cramer
company, Mod. 357, 8 rpm.}), una balanza analitica (marca Sarforius) y acrilico
dental.

Procedimiento:

Cirugia: Se procedid a implantar ias canulas guias (2 cdnulas por sujeto),
las canulas fueron implantadas en el hipocampo dorsal, de manera bilateral. E
implante se realizé bajo anestesia con pentobarbital sédico (Anestesal) en dosis
de 47.2 mg/kg. administrada intraperitoneaimente (i.p.), en los cascs asi
requerido, se prolongd o aumentd la anestesia con éter (Baker). La punta de la
canula gula fue colocada con técnicas estereotaxicas, A-P-3.8, L +-14, V-
3.6, referidas a bregma y la superficie de las meninges y con la barra de los
incisivos en -3.3 (Paxinos y Watson, 1986). Las coordenadas se eligieron con
base en los reportes de Palacios y Mengod, y Zilles, sobre la concentracion de
receptores muscarinicos en hipocampo {en Chan-Palay y Kéhler, 1883, pag.
207-224 y 189-205). Las cdnulas gulas fueron fijadas al crdneo de las ratas con
acrilico dental y fueron selladas con un mandril para evitar infecciones.
Realizado el implante, las ratas fueron devueltas a su caja individual pravia
administracion de penicilina benzatlnica.

Después de los procedimientos quirdrgicos los sujetos tuvieron un
periodo de recuperacion de 10 dfas.

Entrenamiento conductual: Una vez concluido el perfodo - de
recuperacién, se inicid el entrenamiento conductual ‘el cual fue exactamente
iguat al descrito en el experimento | ,

Seslones prueba; Después de que las ratas cumplieron el chiterio de
adquisicién, las 14 ratas fueron asignadas en 2 grupos de 7 ratas cada uno:

a) Un grupo experimental, el cual recibié una mlcromfuslon aguda
bilateral de escopolamina en el hipocampo dorsal y,

b) un grupo control, el cual reciblé una microinfusién aguda bilateral del,
vehiculo del farmaco,

Una vez que las ratas fueron asignadas en sus respectivos grupos; se
realizaron- 3 sesiones prueba consecutivas, idénticas a las ‘seslones de -
entrenamiento. Antes de introducir a cada sujeto- dej grupo ‘experimental en la
cémara de registro, se les realiz6 una microinfusion de escopolamina (15 ug/2.0
ul de solucién salina, pH: 6.29), al grupo controi sélo se le administré el vehiculo
del farmaco (2.0 pl de soluclén salina, pH: 6.59). La dosis propuesta en este
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estudio se basa en el efecto de esta misma dosis observado en el esiudio de
Givens y Ollon (1990). No se realizd un numero mayor de sesiones prueba,
tratando de evitar una lesion en el tejido por una administracion excesiva de
liquido en el cerabro de las ratas, y que esta interfiera con su ejecucion.

Micrainfusién: Dos inyectores fueron utilizados para fa infusion del
compuesto dentro del hipocampo dorsal de ambos hemisferios. Cada inyector
fue hecho de tubo hipodérmico inoxidable de 16 mm. de longitud, calibre 27. Los
inyectores fueron conectados a dos microjeringas Hamilton de 100 pl, montadas
en una bomba Cramer para jeringa; la bomba fue calibrada para liberar el fluido
a un rango de 1.0 ul/min.

Cada inyector fue insertado dentro de cada canula guia, v la solucion con
la droga fue liberada mientras Ia rata permanecia libre en una caja (26 x 18 x 14
cm.). Después de 2.0 min. de infusién, la bomba fue apagada y el inyeclor
permanecié dentro de la canula por un minuto adicional. Inmediatamente
después, se Introdujo al sujeto en ia camara de registro, iniciando asi la sesién
prueba,

Férmacos: Clorhidrato de escopolamina (Sigma Chemical Corporation.
St Louls MO. E.U.A.), Penlobarbital sddico (Anestesal; Smith Kline & French.
Méx.).

Verlficacion Histoidglca: Finalizadas las sesiones prueba, se realizé
una cuarta microinfusion con las mismas condiciones que las realizadas en las
sesiones prueba, salvo que esta vez la microinyeccion contenfa un marcadar
inerte (azul verdadero) disuelto en el vehicule (2.0 psolucion salina).
Posteriormente, se anestesid a las ratas y se siguié con el procedlmuemo,
descrito en el experimento I. La verificacion histolégica de fas microinfusiones se
realizo ubicando la localizacion y difusion del tinte. Para'lo cual se comparé el
tejido teflido en los cortes de los cerebros de las ratas con las referencias
corresponduentes en ¢l atlas estereotdxico (Paxmos y Watson, 1986).

Andlisis de los Datos: Se ecolectaron datos respecto al tiempo
{latencia) requerido por los sujetos para localizar los tres bebederos en cada una
de las sesiones prueba (de acuerdo al grupo de pertenencla). Dicha latencia
estuvo conformada por el tiempo dedicado a las conductas de: a) husmear, b)
desplazamiento. con husmeo {trasladarse husmeando de un cuadranie de ia
.cémara de registro a otro) y ¢) desplazamiento, No se considerd el tiempo que el
sujeto dedicéd a la ingesta del reforzador. Para realizar las comparaciones se
obtuvo el promedio de los sujetos de cada grupo por sesién.

En el andlisis estadistico fueron incluidos los datos corréspbndléntes del
grupo de lesidn del experimento anterlar, con el-fin de comparar el efecto de la
lesién con el efecto de la administracién dei farmaco sobre la ejecucion.
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Se realizaron comparaciones entre la ejecucion en las sesiones prueba
(SP) 1, 2,y 3 entre los 3 grupos (intergrupos).

Estadistica; Para determinar la significancia de las comparaciones en la
ejecucion en la tarea, se utilizé un andlisis de varianza de parcelas divididas de
2 factores (F1: grupos, F2: sesiones) y 6 niveles (N} :

F1\F2 SP1 | SP2 | SP3
Gpo. Vehiculo.
Gpo. Escopolam.
Gpo. Lesidn.
N1 N2 N3

N4
N5
N6

En los casos de comparaciones especificas se wtllizé la prueba de
Duncan. Cada grupo estuvo constituido por 7 sujetos.



RESULTADOS.

En la fase de adquisicién o entrenamiento en la tarea, los sujetos
aprendieron rapidamente la localizacion de los 3 tubos can reforzador. El patrén
de adquisicion de la tarea que presentan los sujetos de este experimento es
similar al de los sujetos del experimento anterior (Figura 1), dado que su
ejecucion también se estabilizé alrededor de la sesion numero 12 y alcanzaron
el criterio de adquisicion entre las sesiones nimero 15y 17.

En la verificacion histolégica de las microinfusiones, en la cual se
compard el tejido tefiido en los corles de los cerebros de las ratas con las
referencias en el atlas estereotdxico (Paxinos y Walson, 1986), se corroboré
que en todos los sujetos (n = 14) la localizacién y difusion del farmaco acertara
en el hipocampo dorsal (Figura 4).

Durante las 3 sesiones correspondientes al criteric de adquisicion de la
tarea (/lnea base: LB), en el periodo de entrenamiento, los 3 grupos (infusidn
control, infusién de escopolamina y lesién) presentan latencias similares entrs si
(Fig. 5), lo qus indica que los grupos no muestran diferencias previas al
tratamiento. Las latencias observadas (Fig. 5) en el grupo con infusién contral
(soluclén salina), durante las sesiones prueba, permanecen bajas y semejantes
a la linea base (LB), lo cual sefiala que en este grupo el proceso de
microinfusidn, el volumen de liguido inyectado, e pH de la solucion y las
manipulaciones quirdrgicas no repercutieron en la ejecucion en a tarea.

Los resultados del andlisis de varianza (Tabla 2) senalan diferencias
significativas para el factor "A"; entre grupos (F(18,265.0) = 6,58, p ="0,007]y
para el factor “B"; intragrupos [F(2,225.0) = 3.80, p = 0.031]. Sin embargo; no
sefialan diferencias significativas en fa Interacei6n [F(4,225.0)=0.71, p = 0.591].

Dado que el andlisis de varianza resufté sugnmcatwo para los ‘factores’
arriba sefalados, se procedié a realizar las comparaciones mdltiples pertinentes,
a través de la prueba Duncan. Los resultades obtenidos, sefialan que el grupo
en el cual se llevé a cabo la microinfusién de escopolamina en el hipacampo
dorsal, presenta una deficiencia en la ejecucién de la tarea. Como puede
observarse en la figura 5 y tabla 2, el grupo con administracién de escopolamina
presenta un incremento respecto al grupo con infusion: control de alrededor de
23 seg. (aproximadamente 3 veces mayor) en el tiempo fequerido para localizar_
los bebederos durante la primera sesion prueba. La diferencia observada: para
esta sesién en el grupo con la micreinfusion de escopolamina es slgnlﬂcatlva, '
con respecte al grupe con infusion control (p < 0.05), Implicando que el bloguec
de la actividad colinérgica muscarinica el hipocampa dorsal produce deficiencias
en la recuperacién de la mformacmn sobre la localizacién de los tres bebedercs.

Las comparaciones multapies entre las sesiones prueba de cada grupo -
(intragrupos) no sefialan diferencias estadfsticamente significativas.
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En relacidn al grupo con lesién en el hipocampo dorsal, no se presentan
diferencias significativas (Tabla 2) con respecto al grupo con microinfusidn de
escopolamina en ninguna de las 3 sesiones prueba y la ejecucion de ambos
grupos es similar en las 3 sesiones prueba (Fig. 5). Mientras que para la primera
sesién prueba, el grupo con lesidn presenta diferencias estadfsticaments
significativas cuando fus comparado con el grupo al que se le administré el
vehiculo de la droega (p < 0.05).

Para la segunda y tercera sesidn prueba, las ejscucionss del grupo con
microinfusién de escopolamina y det grupo con lesién continuaron pressntando
un incremenio considerable en la latencia (Fig. 3 y Tabla 2) con respecio al
grupo con infusidn control. Sin embargo, este incremento no representa
diferencias estadisticamenie significativas y disminuye ligeramente en relacién
con la sesién prueba inmediata anterior. En cuanto a las desviaciones estandar
para los grupos con lesién y escopolamina, se cbserva (Tabla 2) una disparsién
mayor de los datos con respeclo a sus medias, ésto pusde explicarse por
pequefias diferencias en la difusidn del farmaco o extensidn en la lesion (a
pesar de que en todos los casos se acend en el hipocampo dorsal) 6 por la
simplicidad de la larea; en la cual las 20 opciones (bebederos) se distribuysron
an un espacio reductdo. No obstante, lo arterior pudiera resolvarse aumentando
la "n" de fos grupos y/o afinando las caracterfsticas flsicas o exigancias de la
tarea.

Por su parte el grupo con infusidn control presenta una latencia baja vy
relativamente constante en la localizacién de los tres bebederos durants las tres
sesiones prusba.



VERIFICACION DE LA MICROINFUSION DE ESCOPOLAMINA EN EL
HIPOCAMPO DORSAL.

-

Ny

FIGURA 4, Se muestran cortes transversales del cerebro de rata. Los cortes (de
arriba hacia abajo) se ubican a partir de Bregma a - 330, - 3.80 y - 430 -
respectivamente, Se sefiala la ubicacion de la infusidn de-escopolamina en el
hipocampo dorsal con las dreas oscuras. Con las dreas sombreadas discretds-se.
sefiala el paso de la canula guia. Verificacion obtenida de una.rata con infusién

promedio. ' '
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EFECTO DE LA MICROINFUSION DE ESCOPOLAMINA EN EL HIPOCAMPO
DORSAL SOBRE LA RECUPERACION DE INFORMACION ESPACIAL.

45
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FIGURA 5. En las ordenadas 50 presenta 'la latencia (medias +/- error -esténdar;

expresados en segundos) para localizar los 3 tubos' con 6l reforzador; en las abscisas:
las 3 sesiones correspondientes al criterio de adquisicidn {LB)'y las 3 sesiones prueba

(SP). Se muestra la ejecucién del grupo con administracién de escopoiamlna, el grupo

con lasién y el grupo control con. administracion del vehfculo.de la droga. n para cada:” |

grupo = 7, Se seftalan diferencias significativas en el grupo escopolaming yel grupo‘.f
lesidn con respecto al control en la seslién prueba 1; * p < 0.08.



TABLA 2. EFECTO DE LA MICROINFUSION DE ESCOPOLAMINA EN EL
HIPOCAMPO DORSAL SOBRE LA EJECUCION EN LA TAREA ESPACIAL

PREVIAMENTE APRENDIDA,

SP1 sp2 SP3
GPO. VEHICULO:
Media 7.600 5.594 4514
Desv. Sid. 5,031 2.962 2.781
GRUPQO ESCORO:
Media 32.606" 16.071 15.764
Desv. Std. 20.295 12.885 16.733
GRUPO LESION:
Media 30.403* 21.877 13.363
Desv. Std. 29.427 14.760 13.949
Los datos se exprasan en segundos. n para cada grupo =7, p < 0.08 .
Andeva. F M.C/G.L. p{F)
Factor A '6.58 265.033/18° 0.007*"
Factor B 3.80 225.089/2 0.031*
Interaccion A x B 0.71 226.089/4 0.591

Media de cuadrados (M.C.) y Grados de libertad (G.L.), **p <0.01; p < 005!

TABLA 2. Se muestran las medias y las desviaciones estandar por grupo
en cuanto al tiempo (en seg) requerido para focalizar los 3 bebederos en las 3.
seslones prueba (SP). Se sefalan las diferencias significativas, resultado de fa
prueba Duncan, entre fos diferentes grupos; indicandose con asteriscos: (en las
medias) si el valor presenta una diferencia estadfsticamente significativa .con
respecto al grupo con infusion control: También se presenta un resumen . del
andlisis de varianza (Andeva) que incluye la’ media de cuadrados los’ grados de :
libertad, el valor de F y a probabilidad.
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DISCUSION.

Como logré observarse en el presents experimento, el bloqueo ds la
actividad colinérgica muscarinica producto de la microinfusion de escopolamina
en el hipocampo dorsal interfirid con la ejscucion en la tarsa entrenada,
produciendo una deficiencia en {a recuperacion de informacion espacial. Este
hallazgoe junto con los reportados por Piercey et al. (1987), Givens y Oiton (1990)
y Bond et al. (1989), entre olros, sugieren la partlcipacion del sistema colinérgico
metabotrapico en esta regidn como sustrato neuroguimico en la recuperacién de
informacién espacial.

El incremento en la latencia del grupo con administracién de
escopolamina no puede ser atribuido al procedimiento quirtrgico, la destruccion
de tejido por el implante de cénulas, diferencia de pH o por el volumen de
ifquida inyectado, dado gue el grupo contro! (salina) e! cual fue sometido a estas
manipulaciones no presenta una deficiencia en la ejecucion de la tarea,

La deficiencia observada en el grupo con bloqueo muscarlnico, tampoco
se explica por factores motorss, de atencién o motivacionales, dado que los
sujetos de este grupo también localizaron, finalments, a los 3 reforzadores en
todas las sesiones prusba y las conductas que pudieran indicar trastomos
motores o de atencién (acicalamiento, inmovilidad, alteraciones en la marcha,
Elc.), practicaments no se presentan, ademas de que sl dafio.en la corleza
motora fue minimo. La perseverancia en la ingesta del reforzador, es decir la
permanencia excesiva en la conducta de ingesta, no se considera .dado qus
para sl analisis de las latencias, no seincluyé el tiempo dedicado por los sujetos
al consumo del reforzador, '

Por olra parte, @ deficiencia en la recuperacién de informacién espacial
observada con el bloqueo muscarinico en el hipocampo dorsal, es similar a'la
deficlencia producto de la lesidn de tejldo hipocampal. Lo cual sefiala gue el
bloqueo de la aclividad colinérgica metabotrépica, tiene repercuslones de una
importancia comparable a la destruccién global de tefido-en esta drsa. Este
notorio efecto "del antagonista muscarinico sobre.la ejecucnén de ia tarea
aprendida, ss suma a la evidencla de que el sisterna” collnérgico 8s tn
componente importante de los circuios neuronales de la memoria’ (Dunnett,
1991; Fibiger, 1991), del efecto amnésico de la escopolamina (Nicholis, 1992;
Squire, 1987) vy de que los trastornos amnésicos por interrupcién de! sistema
colinérgico, pueden estar asociados con el-hipocampo (Bowen et al,, 1983;
Piercey et al., 1987; lkegami et al., 1989; Sudha et al, 1995); los resul&adds
también son congruentes con los estudtes que reponan un mejoramiento en la
ejecucién de los stjetos, duranté tareas de memoria, cuando se les administra
inhibidores de la acetilcolinesterasa, tales como la carbamazeplna (Sudha et al,,
1995), la tetrahidroaminoaciidina (THA), NIK-247, o la Tisiostigmina, Estas
(itimas incluso reducen de manera dosis-dependiente el mcremento de errores -
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producto de la administracién de escopolamina o de lesiones en el hipocampo
dorsal (Yamamoto et al., 1993).

Con el presente estudio no se descarta la participacién de otros sistemas
de neurotransmision distintos al colinérgico metabotrépico en los procesos
mnémicos que le subyacen a la tarea espacial. Sin embargo, tales sistemas de
neurotransmisién no fueron capaces de salvar, por lo menos iniciaiments, la
deficiencia en la ejecucidn de la tarea observada con el blogueo muscarinico.

De manera similar al experimento anterior, en éste se observa de nusvo
una recuperacién parcial conforme hranscurrieron las seslones prueba. Esta
recuperacion quiza pueda también explicarse por un reaprendizaje de la tarea
(independiente del sistema muscarinico de!l hipocampo) y/o por factores
pldsticos cerebrales. No obstante, la explicacién de tales observaciones
requieren de una mayor labor experimental.

Dado que el estudio involucra el andlisis ds la acetilcolina en el area
dorsal del hipocampo como susiralo neuroguimico, cabe la posibilidad de
realizar lesiones en el nicleo basal magnocelular o en el drea septal,
blogusando de esta forma al sistema colinérgico en i hipocampo, sin embargo,
esta posibilidad no se considerd, preiendiendo no interferir con ta aclividad
colinérgica en el resto del hipocampo y, en particular, sobre otras dreas del
cerebro que también son inervadas por las aferentes colinérglcas del nicleo
basal magnocelular o del drea septal. Tampoco se considerd la administracién
del farmace en las fuentes colindrgicas del hipocampe dado aque la
escopolamina al ser un antagonista competilivo ejerce su influencia inmediata
en las neuronas posisindplicas. Per Ultimo, no se considera la lssion selectiva
de neuronas colinérgicas, a través del uso de farmacos como el AFB4A, debide
a que no permiten un andlisis diferencial entre los tipos de receplores
colinérglcos.

Finalments, la evidencia sobre la paricipacién de -mecanismos
colinérgicos en- memoria es, como ya se menciond anteriorments, bastante
amplia y cuenta ya con un par de décadas en su estudio, Sin embargo, ain se
requiere de mayores invesligaciones, con  las  cusles’ se ‘rasuelva:
satisfactoriamente cudl es, en concreto, la aportacién del sistema.colinérgico a
la memoria, en qué clase de Informacidn y/o estiateglas participa v los
mecanismos moleculares y de transmisidn sindptica. involugcrados en.la relacién. ..
acetiicolina-memeria. Para o cual las investigaciones sobie el tema deben de
recurir & (écnicas mds resolulivas. (e.g. microdidlisis, biclogia mélecular,
bioguimicas, registro de canales y corrientes iénicas, stc.) y las preparaciones
‘conductuales en que se evalle a los suetos, deben de poder discriminar entre
las diferentes estrateglas, clases de informacidn y procesos cognitivos ‘que, se
sucsden durants sl recuerdo,



X. CONCLUSIONES.

El andlisis realizado con roedores en al presente estudio, permite
sugerir la participacién de hipocampo dorsal y de su sistema colinérgico
muscarinico como  sustralo  neuroanatdmico y  neuroguimico
respectivamente, en la recuperacién de informacién espacial.

Se observd que el bloqueo colinérgico metabolrdpico en el
hipocampo dorsal produce deficiencias conductuales comparables con la
destruccion global del tejide en esta drea sobre la recuperacion de
informacién espacial.

Los resultados obtenidos a iravés del presente estudio son
congruentes con la amplia documentacion sobre el tema y apoyan a los
estudios que sefalan la importancia del hipocampo y de la acetilcolina en
procesos mnémicos.

Se corroboré en ratas la relacion de la memora. espacial con el
hipocampo y su sistema colinérgico, reportada en estudios con otras
especies, en parlicular humanos, primates no humanos e incluso aves.

Se observé la eficiencia de las técnicas de lesion electrolitica en
telido neural y andlisis tarmacologlco local. como herramientas. en el
estudio neurcfisiolégico de la mamoria.

Finalmente, se apoya la viabilidad de emplear modelos ‘animales
como instancias experimentales en el andlisis de procesos- cognitivos.
Particularmente, se reitera la posibilidad de reproducir en modelos
experimentales, algunos de los trastormos presentados en los: pacientes’
amnésicos, con las perspectivas cientificas y médicas que esto implica.’
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