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“La linea mas corta -contestd Einstein-

no es aquella que parece recla

Ella se curva alrededor de sf misma,

De modo muy parecida a la figura de un ocho
Y si vais demasiado deprisa,

Llegaréis demasiado tarde.

E! dia de Pascua es tiempo de Navidad,

Y lo lejos estd cerca,

Y dos y dos son mds que cuatro

Y allé abajo esta aqui.”

“Puede que tengais razon -dijo Eddinglon-,
Parece un poco extravagante”

(W. William)

-¢ Es cierto que responden a sus nombres?

-observé negligentemente el Mosquito.

-Nunca of que lo hiciesen -dijo Alicia.

-¢De qué les sirven pues los nombres -dijo el Mosquito-
si no responden a ellos?

{Lewis Carroll)
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CAPITULO I

INTRODUCCION

Ia. Antecedentes

Que dificil parece referimos al aprendizaje sin que nos venga a la mente ¢l t€rmino
memoria, y viceversa, y €s que por décadas ambos fenémenos han sido estudiados
en paralelo. Para muchos psicologos la memoria es un indicador de que el
aprendizaje ha permanecido a través del tiempo, y aprendiiaje es por otro lado.
una de esas palabras que todos utilizamos intuitivamente sabiendo a lo que nos

referimos pero que resulta dificil definir.

Una definicién de aprendizaje que redne los principales elementos que engloban
este fendmeno es enunciada por Kimble: "El aprendizaje es un cambio
permanente en el potencial conductual que ocurre como resultado de la
practica reforzada” (Kimble 1967). Cuando Kimble utiliza el término permanente,
excluye los cambios conductuales temporales, como los que resultan de la fatiga.
el uso de drogas o la enfermedad.

Ahora bien, es obvio que el aprendizaje puede ocurrir sin gque haya un cambio
evidente en la conducta, todos tenemos el potencial para atarnos las agujetas.
pero si en este momento no lo hacemos, no quiere decir que no lo sepamos.
técnicamente decimos que tal aprendizaje esta latente. Esto es a lo que Kimble se
refiere por potencial conductual, a la distincidn entre un estado (aprendizaje), y
la manifestacion del mismo (ejecucién).

Por dltimo. prdctica es el termino que utiliza para excloir aquellos cammbios
relativamente permanentes que son producto de procesos fisioldgicos o de la
maduracién. Reforzada se refiere inicamente a los eventos que aseguran la
ocurrencia del aprendizaje.



Si ahora definimos memoriacomo el almacenamiento y evocacién de experiencias
previas (Shepherd, 1994) o como un proceso que resulta de un cambio
relativamente permanente en la conducta que nunca se ve pero siempre se infiere
(Kolb et al., 1990); las definiciones de aprendizaje y memoria resultan muy
parecidas entre si,

Resulta muy dificil tratar de comprender un sistema tan complicado como el
aprendizaje o la memoria, sin pensar en los elementos mds bésicos que los
subyacen. La siguiente afirmacion: "Todo lo psicoldgico es al mismo tiempo
biolégico™ (Myers, 1998), es un buen ejemplo de esta problema. Asi pues
nuestros pensamicntos, sentimientos, nuestro comportamiento son producto de
nuestro cuerpo, de nuestros genes, de nuestro cerebro.

Pero tuvieron que pasar muchos afios antes de poder hacer esta afirmaci6n.
Recordemos a Platén con la idea de que la mente estaba en Ia cabeza por ser el
lugar de nuestro cuerpo mas préximo al cielo; Aristételes afirmaba que los
procesos mentales estaban localizados en el corazén porque bombeaba vitalidad
y calor al resto del cuerpo; posteriormente Hiperates empez6 a apuntar hacia Ia
hipétesis del cerebro, y finalmente, Descartes que sustituye la idea platénica del
alma tripartita, por un "alma" racional localizada en el cercbro.

Pero no fue sino hasta principios del siglo XIX con Gall y Spurzheim que la idea
de tas funciones localizadas en el cerebro comenzé a tomar fuerza. Su teoria
frenolégica puede ser resumida por ¢l titulo de uno de sus trabajos: "Sobre las
funciones del cerebro y de cada una de sus partes, con observaciones vinculadas
a la posibilidad de determinar fos instintos, propensiones y talentos, o las
disposiciones morales ¢ intelectuales de los hombres y los animales, debido a las
configuraciones del cerebro y la cabeza" Gall defendi6 en sus escritos la hipétesis
de que el cerebro estd dividido de modo tal que puede efectuar muchas funciones
separadas, y afirmé: "el cerebro estd compuesto de tantos drganos particulares
independientes como facultades fundamentales existen en la mente" (citado en
Robinson 1976, p. 339).



A mediados de este siglo Lashley comienza sus trabajos para describir el sustrato
neural de alguna conducta en particular. Con esta idea en mente pasé gran parie
de su vida haciendo uso de la técnica de ablacion o lesién quirtirgica en regiones
especificas del sistema nervioso con el fin de determinar cuales conductas se ven
perjudicadas por dicha lesion.

Llevo a cabo decenas de experimentos sobre el sistema nervioso de la rata. En
uno de los mds cldsicos, efectuaba la lesidn en alguna zona de la corteza cerebral
relacionada con la visién, para determinar los efectos en la capacidad perceptual.
Cuestioné fuertemente la idea de la importancia de las zonas y conexiones
neurales especificas: "es muy dudoso que estén involucradas lay mismas
neurontds o sinapsis aun en dos reacciones similares frente al mismo estimunlo”
(Lashley, 1929, p.3). Desarrollé también otros conceptos vinculados en el mismo
probleina, por ejemplo el de la equipotencialidad que es la capacidad de cualquie
parte de una zona funcional para llevar a cabo cierta conducta.

Al tratar ¢l problema de la memeoria afirmé que durante ¢l proceso de aprendizaje
Ia informacién queda representada en vastas regiones del cerebro. y que el trazo
de memoria estd localizado en todas partes del area funcional (Lashley 1930
p.287-313)

Los estudios ya cldsicos de Hubel y Weisel sobre los registros de células aisladas
de la corteza cerebral del gato mediante el empleo de microelectrados. asi como los
de Sperry y el cerebro dividido y lIa notable plasticidad cerebral. no solo les v ulio
el Premio Nobel en 1981, sino que marcé el inicio del estudio minucioso de
sistemas especificos sobre tas bases neuwrales de la cognicidn.

Estudios mds recientes hechos por Kandel, han tocado puntos medulares en la
relacidn que existe entre el funcionamiento de la ¢célula nerviosa individual v el
comportamiento del organismo. Su trabajo en Aplysia mostrd que los aspectos
elementales del aprendizaje no estin distribuidos en forma difusa en el cerebio.
sino que es posible localizarlos en partes especificas de las redes newrales. Segon
Kandel el aprendizaje es provecado por una alteracién en las conexiones
sindpticas, y en esta alteracion sindptica cumplen un papel fundamental los



transmisores quimicos liberados en las terminales de las neuronas. Asi por ejemplo,
si se aplica un choque eléctrico a la cola de una babosa marina, se libera un
neurotransmisor ¥ los poros de la neurona se modifican de modo tal, que frente a
un impulso posterior, es mayor la cantidad de neurotransmisor liberada, asf pues, la
siguiente vez que se aplica el choque a la cola del molusco la neurona "recucrda”
répidamente que debe enviar ordenes quimicas para retraer el sifén, (Kandel,
1987).

Kandel resume su propuesta acerca de la relacién entre los datos innatos y los
estimulos experimentales en un aprendizaje como ¢l anterior, de la siguiente
manera: "la capacidad potencial de wun organismo para muchos
comportamientos forma parte intrinseca del andamiaje bdsico de su cerebro, y
en este sentido estd bajo control genético y evolutivo. Los factores ambientales
y el aprendizaje sacan a relucir estas capacidades latentes, al alterar la
eficacia de los canales de accién preexistentes, promoviendo asi la expresion
de nuevas pautas de conducta" (citado en Gardner 1987 p. 305).

Ib. MEMORIA A CORTO Y LARGO PLAZO

El estudio cientifico de la memoria se remonta a 1885 cuando H. Ebbinghaus
realiza las primeras investigaciones sistématicas sobre la memoria humana. Su
obsesién por el control experimental lo llevé a utilizar como estimulos de
aprendizaje silabas sin sentido, de esta manera se evitaba que el sujeto empleara
sus conocimientos previos en la tarea de memoria. Segiin Ebbinghaus el uso de
material significativo provocaba asociaciones idiosincrésicas en cada sujeto, y por
consiguiente "ruido” en ¢l experimento. Fl procedimiento consistfa en aprender
una larga serie de palabras sin sentido (de 20 a 50) en un tiempo predeterminado
y probar escribir todas las palabras posibles que se recordasen. La tarea se repite
determinando diferentes tiempos entre el estudio y la prueba. La conclusién a la
que iego Ebbinghaus fue que el recuerdo se podfa dividir en dos fases, una en la
que el recuerdo cafa rdpidamente al aumentar el intervalo enire el estudio y la
prueba, y otra fase después de esta caida, en que se alcanzaba un nivel



relativamente estable. A la primera fase le lamé memoria a corto plazo. y a la
segunda memoria a largo plazo.

Esta acepcién tomé mas fuerza con Hebb (1949), quién sugirid lu necesidad de
asumir dos sistemas de memoria separables: uno a corto plazo. cuya basce
fisiologica estarfa en la actividad de los circuitos neuronales reverberantes. y otro
a largo plazo, que implicaria un cambio estructural permanente en ¢l sistema
nervioso. Y precisamente porque tal cambio requeriria de un tiempo considerable
para producirse, plante6 la necesidad de un sistema de memoria a corto plazo
responsable de mantener la informacién mientras tanto (Hebb. 1949},

Los estudios realizados con el paciente H.M (este paciente sufria de una epilepsia
intratable y se le sometié a una cirugia en donde se le extirparon gran parte de los
I6bulos temporales incluyendo estructuras como el hipocampo); ofrecen un
ejemplo para establecer la distincién entre memoria a corto plazo (MCPY y
meinoria a largo plazo (MLP):

El paciente H.M sufre de una amnesia anterégrada que le hace olvidar los sucesos
de cada dia con la misma rapidez con que suceden, reteniendo por otro lado. los
viejos recuerdos. Sus habilidades lingiiisticas son normales y su coeficiente
intelectual se encuentra en la franja normal a normal-alto; sin embargo es incapaz
de aprender los nombres o reconocer las caras de médicos o personas que lo
visitan diariamente, lee una y otra vez las mismas Tevistas sin darse cuenta de que
ya las ha leido. En cambio tiene una amplitud de digitos normal. es decir es capaz
de repetir una lista de 5 o 6 digitos tan bien como cualquier otra persona normal,
Cuando en una tarea de este tipo, la cantidad de digitos no excede la capacidad
de la memoria a corto plazo, H.M es capaz de repetir explicitamente los digitos v
mantenerlos durante varios minutos, sin embargo si la cantidad de digitos supera
su amplitud o si el tiempo es demasiado largo toda esa informacidn se pierde.

El dafio cerebral de H.M que no afecta a su memoria a corto plazo hace que sus
sistemas de memoria a corto y largo plazo funcionen de un modo independiente.
sin conexién entre ellos. La disociacién entre MCP y MLP en H.M es evidente y



permite establecer una distincién que resulta fundamental para cualguer
aproximacién a los fenémenos de aprendizaje y memoria.

ic. APRENDIZAJE Y MEMORIA

Rescorla y Holland (1982), sefialaron un problema en el estudio de la memoria que
habia sido descuidado por la gran mayoria de las investigaciones: el problema de
la expresion del aprendizaje. La observacion de que en los condicionamientos
paviovianos la respuesta condicionada rara vez era idéntica a la respuesta
incondicionada, llevaron a algunos autores (p. e. Rescorla, 1988) a postular que la
expresion o evocacién de las respuestas aprendidas era un proceso relativamente
independiente del aprendizaje. No es dificil generar explicaciones para cl
descuido histérico de los temas de la expresion en el campo del aprendizaje
animal. Ha habido por mucho tiempo en el campo de la psicologia experimental
una disposicién para tratar al aprendizaje como inseparable de la respuesta usada
para medirlo. La orientacién estimulo-respuesta de Thordike patrocind en gran
medida esta distorsién, asi como el positivismo 16gico ortodoxo. opacando la
distincién entre los experimentos, que necesariamente miden una respuesia
particular a una estimulo particular, y las interpretaciones tedricas de lo que o
aprendido, y por tanto del proceso distinto de evocacién. De tal manera que el
proceso tradicionalmente llamado aprendizaje, es en realidad una suma de varias
fases.

El siguiente modelo permite formar un bosquejo acerca de la funcién temporal
que atraviesa el continue aprendizaje y memoria, donde la informacién entra al
organismo en forma de estimulos que actian sobre los sentidos. El organismo
debe quedar relativamente intacto por un tiempo corto (minutos u horas.
dependiendo del estimulo) para que ocurra una asociacion entre el primer estimulo
y un segundo (de origen interno o externo) y pueda asi mantenerse por largos
periodos (se consolide), después de lo cual casi ninguna alteracion del organismo
pucde afectar gue se evoque la respuesta (recuerdo). De tal manera que vl
proceso tradicionalmente llamado aprendizaje, puede ser concebido como una
suma de varias fases (modificado de Attkinson y Shiffrin por Ormbshy 1994);



a) Adquisicién, o aprendizaje propiamente dicho, en donde el organismo es
expuesto a los cambios del medio ffsico que constituyen los estimulos que se
asocian o son contingentes.

b) Consolidacién, en donde se activan mecanismos que permitan una cierta
permanencia de la experiencia concreta recién percibida.

c) Retencién, fenémeno pasivo 0 activo por medjo del cual ¢l organismo es capaz
de expresar en ¢l tiempo los efectos del aprendizaje en varias ocasiones.

d) Evocacién, expresién de conductas determinadas por experiencias de
aprendizaje anteriores. (Fig. 1.)

Las tres primeras fases del continuo no son en realidad observables, al menos en
estado actual de su estudio, sin embargo son inferibles a partir de los diferentes
efectos observados en la evocacion de la respuesta,

La aceptacion anterior, es vital en el estudio neurofisiolégico de la memoria dado
que gran parte de las manipulaciones se realizan durante alguna o algunas de las
fases inferidas y no necesariamente antes del aprendizaje, ademas de que las
manipulaciones experimentales previas al aprendizaje pueden estar afectando solo
alguna (s) de estas fases y no el proceso integro y total (para una revision de este
problema ver Spear, et al., 1990).

Esta separacién en fases no ha sido claramente marcada por la literatura, ni
considera explicitamente los diferentes tipos de aprendizaje mas complicados, y
solo representa una propuesta que permite formular preguntas concretas de
investigacidn incluyendo las realizadas en este trabajo.



TIEMPO

Instantineo segs a horas Horas, dias, afios

Estfmulos Respuesta

Fig 1. La figura muestra ¢l continuo aprendizaje-evocacion. En el lado izquierdo se
muestran la adquisicién (presentacion de los estimulos) y la consolidacién (retencion
por corto tiempo de ésta informacién, as{ como la transformacién 2 memoria de largo
plazo), que son las dos ctapas que pertenecen a la memoria a corto plazo (MCP). A
la izquierda se muestran la retenci6n (mantener latente 1a capacidad de respuesta en el
tiempo) y la evocacidn (la emisidn de la respuesta ante los estfmulos adecuados),
ambas etapas de ]a memoria a largo plazo (MLP).



CAPITULO 11

El sistema colinérgico y su papel en el Aprendizaje y la
Memoria

En lo que se ha llamado "la década del cerebro” (1990-2000) se ha acumulado
una gran cantidad de informaci6n que apunta hacia ¢l sistema colinérgico como
uno de los principales candidatos responsables de procesos superiores tales como
el aprendizaje y la memoria. Este marcado interés por el sistema colinérgico, tiene
sentido si se considera que en enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer; caracterizada por la pérdida progresiva de funciones
cognitivas, se observa una disminucién dramdtica de las neuronas del Niicleo
Basal Magnocelular (NBM) (Christensen et. al., 1992) asi como un decremento
importante en la actividad de la colin-acetiltransferasa (ChAT) en el hipocampo y
la corteza. De aqui el interés por ¢l sistema colinérgico y la acetilcolina como el
principal neurotransmisor utilizado por este sistema.

La idea de nuevas estrategias para ¢l desarrollo de terapias que ayuden a resolver
atgunos tipos de enfermedades neurodegenerativas, surge al considerar al sistema
colinérgico como el principal sustrato fisiolégico en fendémenos como el
aprendizaje y la memoria, aunado a que el decaimiento de dicho sistema como
resultado del envejecimiento, provoca deficiencias en estas fareas cognitivas,
(Bartus et. al., 1982; Coyle, et al., 1983) . )

Ha. Consideraciones anatomicas

A continuacién se presenta un reconocimiento anatémico general de las dreas que
forman parte del sistema colinérgico:

La disposicién anatémica de los micleos colinérgicos en el sistema nervioso
central de mamiferos sugiere una actividad muy coordinada. En el cerebro de la



rata, las neuronas colinérgicas forman columnas continuas de células que se
pueden clasificar en dos grandes grupos:

a) Estructuras estriadas, que comprenden los islotes de Calleja, el tuberculo
olfatorio, el nicleo acumbens, el caudado putamen.

b) Estructuras del cerebro anterior basal (CAB), que a su vez se subdivide en
rostral y caudal. La rama rostral incluye al micleo septal medial y al niicleo de la
banda diagonal (vertical). La ramacaudal incluye al niicleo basal magnocelular, a
la sustancia inominata y al niicleo del ansa lenticular, (Woolf, 1991), (Fig. 2).

En la corteza cerebral, las principales vias de proyeccion del CAB pueden
dividirse en tres ramas {Sinden, et al., 1995):

La primera,la rama rostral, se origina en el nicleo septal medial y ¢l brazo
vertical de la banda diagonal de Broca, sus fibras ChAT-positivas en el cingulum,
viajan caudalmente a través del fomix para inervar la formacién hipocampal, asi
como las cortezas entorrinal y peririnal. Las células blanco de las neuronas
colinérgicas en la formacién hipocampal han sido quizds las mas estudiadas en et
cerebro {Frotscher ¢t al.,, 1992).

La segunda rama o via media, inicia de una parte del brazo vertical, y del
brazo horizontal de la banda diagonal, asi como del drea preoptica magnocelularis,
inervando las cortezas cingulada y retrosplenial, ademds de ciertas estructuras
alocorticales, particnlarmente ¢l bulbo olfatorio, la amigdala, asi como las cortezas
insular* y piriforme.

Por dltimo,la tercera rama del sistema colinérgico del CAB comprende una
mayor extension de proyecciones que inervan principalmente y por completo a la
neocorteza.

*A diferencia de estas investigaciones, en nuestro laboratorio recientemente encontramos,
por medio del trazador retrogrado Fluorogold, ‘gue la ubicacién de las aferencias
provenientes del CAB en la corteza insular, se originan principalmente del NBM,
incluyendo a la sustancia innominata y al hipotdlamo lateral (resultados no publicados).

10



En la regi6én adyacente a la zona ventral del globus palidus, se observa un grupo
de grandes células cuya fuerte actividad de colin-acetiftransferasa (ChAT) y

Fig. 2. Representacién esquemdtica de los principales sistemas colinérgicos en ¢l
cerebro de mamiferos (modificado de Woolf, 1991) De las proyecciones de
neuronas colinérgicas que se interconectan con estructuras centraies, han sido
descritas dos ramas principales: a) el complejo colinérgico del CAB compuesto
por neuronas positivas a ChAT en el niiclo septal medial (ms), el nicleo de la
banda diagonal (td}, substancia inominata (S1) y el nicleo basal magnocelular
propiamente (NBM) y, b) el complejo colinérgico pontomesencefalotegmental
compuesto por células inmunoreactivas a ChAT en el nicleo tegmental
penduculopontino (TPP) proyectando ascendente al tdlamo y a otros sitios
diencefalicos. Otras abreviaciones: amigdala (Amy), corteza insular (CI}
bulbo olfatorio (B.OIlf), corteza frontal (CF), corteza parietal (CP),
hipocampo (Hip), corteza occipital (CO), complejo de islotes de Calleja (ICj).

11



colinesterasa (ChE) les identifica como neuronas colinérgicas (Abdulla, et al..
1995).

La rama del CAB que inerva a la neocorteza de la rata se origina en los somas de
neuronas ChAT-positivas del nécleo basalis, sustancia innominata y del nicleo
del ansa lenticularis (denominados colectivamente Niicleo Basal Magnocelular.
NBM). Este niicleo esta localizado en la region ventromedial del giobus pallidus.
compuesto por un gran numero de neuronas multipolares de las cuales el 70-80%
son colinérgicas.

Sus proyecciones ascendentes se dirigen principalmente a Ja corteza frontal y a la
neocorteza parietal. Otras proyecciones van a la amigdala,(Ambrogi-Lorenzini. et
al., 1994). La estructura equivalente al NBM en el cerebro humano se Ilamna
Niicleo Basal de Meynert por ser €l ¢l primero en describirlo como un grupo
disperso de neuronas que descansa en posicién ventral al estriado y al globo

palido.

1Ib. El NBM vy algunas funciones cognitivas

Un sinumero de evidencia apunta hacia los somas colinérgicos del NBM como los
principales responsables de la inervacion colinérgica hacia la neocorteza y otras
regiones del cerebro que se ha visto estin involucradas de alguna manera con
funciones cognitivas. (Everitt, et al., 1988; Mandel, et al., 1989, Wainer, et al..
1990; Butcher, et al., 1992; Bronzetti et al., 1993).

Mas evidencia proveniente de estudios farmacoldgicos ha revelado que
compuestos que bloguean reversiblemente los receptores muscarinicos
(compuestos anticolinérgicos) tales como la atropina y la escopolamina o la lesién
de los sistemas colinérgicos del sistema nervioso central, producen alteraciones
que interfieren dramiticamente en la adquisicidon y ejecucidon de fareas de
aprendizaje, tales como la prevencién pasiva (Prado-Alcala et al.. 1078:
Bermiidez-Rattoni et al., 1985). Se sabe también que en animales normales
agentes que inhiben la acetilcolinesterasa (agonistas colinérgicos) tales como la
fisostigmina
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tacilitan la ejecucién de tareas de aprendizaje y memoria, y pueden incluso
revertir algunos de los efectos de lesiones del cerebro basal, (Murray et al., 1985;

Aigner et al.,1987).

Si se intenta hacer un estudio mas detallado del vinculo existente entre el sistema
colinérgico y las funciones de aprendizaje y memoria, nos encontraremos ante un
problema de inespecificidad. Con esto quicro decir que hay bases suficientes para
sugerir que estd involucrado en procesos de aprendizaje, pero el papel que esta
jugando el sistema colinérgico cortical en los mecanismos de retencién o
evocacidn (memoria),es menos conocido.

Recientemente se ha propuesto que la proyeccién basalocortical podria estar
jugando un papel importante tinicamente en los estadios iniciales del proceso de
aprendizaje (Durkin, et al., 1992). En favor de esta propuesta, se ha observado
que la duracién de la activacién colinérgica cortical disminuye progresivamente a
medida que aumenta el numero de entrenamientos duranfe la prueba y el
correspondiente aumento en el desempeifio de la misma en modelos de laberinto
radial. La extension iGgica de este proceso implicarfala existencia de un momento
en el que laintervencién del sistema colinérgico podria no ser requerida durante el
proceso de evocacion (Durkin, 1994; Durkin et al., 1992).

Mas evidencia a favor de esta propuesta son los estudios realizados por Tang
(Tang, et al., 1996; Tang et al., 1997) en monos, en donde la adquisicién y
almacenamiento de una tarea (ver apéndice 1) dependen de la activacicn
colinérgica de receptores muscarfnicos localizados especificamente en el drea
perirhinal. Observaciones analogas se han reportado en experimentos con
administracion sistémica de escopolamina, en los cuales se ha observado un efecto
decreciente dependiendo de si el tratamiento se Ileva a cabo en las etapas iniciales
o finales del programa de entrenamiento en ¢! laberinto radial (Toumane, et al.,
1993). Esta sensibilidad diferencial al bloqueador muscarfnico sugiere que el
sistema colinérgico deja de participar una vez que se ha aprendido la tarea en
cuestién.
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En recientes trabajos (Aigner, et al., 1991) se ha reportado que la administracién
de escopolamina previa a la adquisicién de una tareal, impide su posterior
gjecucién; no asi fa administracién después de la adquisicién. Esto sugiere
fuertemente que la escopolamina esta interfiriendo en la adquisicién y
almacenamiento de ésta tareas, pero no en la evocacién de la misma.

Nuestros datos concuerdan con datos previos del laboratorio basados en
experimentos de transplantes de corteza fetal en animales previamente lesionados
de la corteza insular. En estos experimentos se observé que los transplantes
corticales inducfan el recuerdo de condicionamientos previamente adquiridos lo
cual entre otras cosas significaria que la traza de memoria (engrama) no se
encuentra localizada en la region insular, lo cual a su vez implica que
probablemente la corteza insular se halla involucrada en la salida de la
informacién almacenada en alguna otra parte del cerebro. Por otra parte estos
transplantes inducen también la recuperacion de la capacidad de aprender nuevas
conductas.

Si bien muchos estudios reportan deficiencias en el aprendizaje y/o la memoria en
animales que fueron lesionados o manipulados farmacolégicamente en el cerebro
basal, afectando principalmente neuronas colinérgicas, no existe sin embargo un
acuerdo sobre los mecanismos fisiolégicos subyacentes a las deficiencias
observadas y aiin se desconocen los mecanismos mediante los cuales la aferencia
colinérgica basalocortical promueve o regula las funciones de aprendizaje y/o
memoria.

Queda atin por establecer si las pérdidas observadas en ¢l aprendizaje v/o
memoria, se deben a alteraciones sensoriomotoras o disfunciones en la atencion,
quizéds provocadas por la interrupcién de la actividad modulatoria del sistema
colinérgico del CAB. Tampoco sc¢ puede despreciar la posibilidad de que las
deficiencias cognoscitivas sean el resuitado de la pérdida de otras inervaciones

1 Seleccién diferida no correspondiente a la muestra, (delayed nonmatching-
to-sample; DNMS)
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colinérgicas del CAB que no se dirigen directamente a la corteza, como el caso de
la amigdalay ¢l tAlamo (Bjorklund, et al., 1995).

Es muy probable que ademds del sistema colinérgico otros sistemas estén jugando
un papel importante en los fendmenos de aprendizaje y/o memoria. Recientes
hallazgos sugieren que el cerebelo podria estar mediando algunos procesos
cognitivos y perceptuales, (Leiner et al, 1993; Allen et al, 1997). Mas
especificamente se ha reportado una activacién del cerebelo lateral durante la
adquisicién y discriminacién de informacién sensorial. (Gao, et al., 1996). Esta
aceptacién rompe con la idea general de que la funcién de dicha estructura, esta
restringida al control motor.
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CAPITULO HI

Tres paradigmas conductuales

Algunos paradigmas conductuales que se han empleado para estudiar el
aprendizaje y lamemoriaen nuestro laboratorio, son la Prevencién Pasiva (PP), ¢l
laberinto de agua de Morris (Morris Water Maze) y el condicionamiento aversivo
a los sabores (CAS).

IIla. Prevenciéon Pasiva

La tarea de prevencién pasiva consiste en introducir at animal en una caja que se
encuentra dividida en dos compartimentos, uno claro (iluminado) y €l otro oscuro
(sin iluminaci6n) que ademds contiene un piso de metal a través del cual se le
puede administrar una descarga eléctrica al animal provocando asi la evitacién al
lado oscuro.

La tarea d¢ prevencién pasiva es un claro ejemplo de condicionamiento cldsico
donde podemos identificar al estimulo incondicionado (EI) como la descarga
eléctrica, que provoca una respuesta (respuesta incondicionada, RI} en este caso
es la piloereccién, la inmovilizacién por unas fracciones de segundo y la
subsiguiente hufda; que al ser pareado con otro estimulo {estfmulo condicionado,
EC) en este caso el lado oscuro, que por si solo no produce una respuesta
aversiva, (sino que de hecho los animales prefieren por ser fotofébicos), produce
una respuesta similara la RE, denominada respuesta condicionada (RC).

Este procedimiento se explica més detalladamente en la parte de materiales de este
trabajo.
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IiIb.Laberinto de Agua

£l laberinto de agua de Morris 6 "water maze" s¢ utiliza para evaluar algunos
procesos mnemicos en roedores. Una caracieristica que resulta ventajosa en esta
tarea es que los animales no tienen que estar privados de agua o alimento para
estar motivados y aprender la tarca.

La tarea consiste en poner a nadar al animal en un estanque circular (laberinto)
que contiene agua frfa. Cabe mencionar que los roedores son excelentes
nadadores y que se encuentran motivados a escapar del agua debido a que su
tamafio pequeiio los pone en peligro de perder temperatura corporal répidamente
si permanecen por mucho tiempo dentro del agua.

El laberinto se subdivide en cuatro cuadrantes (imaginarios) de manera arbitraria.
Para poder escapar del estanque con agua, los animales deben encontrar una
plataforma (blanco) que se encuentra oculta en uno de los cuadrantes dentro del
estangue con agua. Al principio del entrenamieato los animales logran escapar
del agua porque encuentran azarosamente la plataforma. Con el transcurso de los
ensayos aprenden a identificar la posicién de la plataforma dentro del estanque,
disminuyendo asf el tiempo (latencia de escape) que requieren para encontrar ia
plataforma.

Este procedimiento tienc la ventaja de que se requiere de pocos ensayos para que
el animal aprenda la tarea (Morris, 1984; Brandeis et al., 1989), y se pueden
modificar algunos elementos como el lugar de la plataforma, eliminar la plataforma
por completo, o bien introducir claves espaciales para el estudio de distintos
procesos de memoria. Asfpor ejemplo se puede probar la memoria de referencia si
se deja la plataforma en una posicién permanente durante todos los ensayos; o
bien memoriade trabajo si se cambia el sitio de Ia plataforma cada ensayo.

En la primeramitad de este siglo Tolman (1948), sugiri6 que los animales tienen la

capacidad de hacer mapas de su entorno y después "navegar” en ¢l utilizando la
informacién de estos mapas. Por ejemplo si una rata es entrenada en un laberinto
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a cruzar un espacio desde el extremo sur hasta el extremo norte, y un tiempo
después es colocada en la posicion oeste, €l animal es capaz de viajar al extremo
correcto (norte) aunque jamds haya sido entrenado en esa ruta.

Las teorias de condicionamiento cldsico y operante no pueden explicar estos
fenémenos. Parcce ser que los animales tienen 1a habilidad de formar mapas de su
entorno que puedan utilizar posteriormente en situaciones novedosas. Estos
" mapas se pueden formar extraordinariamente rdpido incluso con un solo ensayo,
lo que sugiere que en algunas ocasiones no son formados en un procedimiento de
ensayo tras ensayo, sino como una conexién neural cspecifica de procesos
cognitivos, (Tolman, 1948).

Illc. Condicionamiento Aversivo a los Sabores

Un modelo que se ha estudiado intensamente desde finales de lo 60s porque
representa un modelo muy apropiado para el estudio de mecanismos de
aprendizaje y memoria es el condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) que
consiste basicamente en la presentacion de un sabor seguido por un malestar o
envenenamiento, con lo cual se consigue que los animales eviten ingerir
sustancias que tengan ese sabor.

En 1955 John Garcfa investigaba los efectos de radiaciones en la conducta de
ratas. Los animales eran expuestos a radiaciones gamma por periodos de 8 horas.
E! grado de radiaci6n era suficiente para provocar un malestar temporal, que como
resultado ocasionaba un decremento importante en el consumo de agua y comida
durante Ia prueba. Después de las sesiones los animales eran devueltos a sus cajas
y eventualmente el consumo de comida y agua volvia a la normalidad. Sin
embargo unos dias después los animales fueron llevados nuevamente a la
situacién de prueba y aunque no habia radiacién alguna, los animales se
rehusaron a beber. Los bebederos en las cajas donde se realizaba la prueba
estaban hechos de pldstico, mientras que los de las cajas "habitacion” eran de
vidrio. Posteriores estudios demostraron que el agna de los bebederos de
pléstico tenia un sabor ligeramente -
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distinto que el de los bebederos de vidrio, que los animales habfan aprendido a
evitar.

Garcia y sus colegas sospecharon que se encontraban ante un ejemplo de
condicionamiento cldsico en donde un sabor en particular era evitado después de
ser pareado con la radiacién y por tanto con el malestar.

En posteriores experimentos hechos por el mismo Garcia (Garcfa, et al., 1966) el
animal era expuesto a beber agua con sacarina (nunca antes probada) y después
recibian una inyeccién de algin emético que les producia nausea en cuestion de
minutos. Para distintos sujetos el intervalo entre la ingesta y la inyeccion variaba
de 5 a 22 minutos y aun asf, todos los animales ¢xpuestos posteriormente a la
sacarina se rehusaron a beber. Ahora se sabe que el intervalo entre la ingesta del
agua con sacarina (o cualquier sabor) y la inyeccion, puede ser de varias horas, y
aun asf,encontrar ¢! fenémeno de aversion.

Para entonces empezé a llamar la atencién el hecho de que bastara un solo
pareamiento para producir una respuesta robusta y que la aversién persistiera aun
cuando el intervalo entre la presentacién del sabor y del malestar fuera de varias
horas. Ft problema consisifa en que estas peculiaridades no cabian en el marco
tedrico de aprendizaje que prevalecia entonces.

Si revisamos ¢l paradigma pavloviano (Fig. 3), de condicionamiento cldsico, un
estimulo (estimulo incondicionado EI) que elicita una respuesta (respuesta
incondicionada RI) es pareado con otro estimulo (estimulo condicionado EC) que
no provoca la RI. Los dos estimulos son pareados de tal manera que sean
contiguos y que el EC pueda proveer informacién acerca del ElI
(Pavlov,1927/1994). El aprendizaje se puede inferir cuando a presentacién del
EC produce una respuesta similar a la RI, denominada respuesta condicionada
(ROC).

Tradicionalmente se¢ ha considerado al CAS como un ejemplo de
condicionamiento clasico, aunque no cabe dentro del modelo de cuatro variables
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descrito por Pavlov. En este caso el EC es por definicién el sabor de algo que el
sujeto come o bebe. En la mayorfa de los casos la comida o bebida es algo que ¢l
sujeto no ha probado antes es decir ¢s un estfmulonovedoso; después de comer o
beber el sujeto recibe una inyeccién de algin veneno (¢l El) que lo hard sentir
enfermo. Varios dias més tarde, una vez que el sujeto s¢ ha recuperado totalmente,
se le expone nuevamente a la sustancia que fungié como EC. El resultado es que
el animal consume poco o nada de lo que se le di6 a ingerir. Es asi como la medida
del condicionamiento es el grado en que el sujeto evita el alimento (fa RC). Pero
como resulta evidente, no existe un cuarto componente que en esi¢ caso es una
Rl identificable.

| 1) —— RI (Reflejo

incondicionado)
(EC) memetpp- O3 (Estimulo neutro,
sin respuesta)
El "RI
(Condicionamiento)

+

EC

ED (RI)
EC ———p RC

(Respuesta condicionada,
Aprendizaje)

Fig. 3. Esquema representando el proceso del condicionamiento clsico, descrito por
[Pavlov, 1927, 1994 ]. Se comienza con un estimulo incondicionado (EI} que
produce un reflejo o respuesta incondicionada (RI). Por otro lado, hay un estimulo
neutro que no produce la Rl y que es el que serd después del condicionaminto el
estimulo condicionado (EC). El condicionamiento consiste en presentar contingen-
temente ambos estimuios varias veces, lo que produce que eventualmenteel EC
produzca una respuesta condicionada (RC) muy similar a [a RI (para una discusién
ver el apartado Ic. p. 7).
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Uno de los primeros problemas que se tuvo que resolver fue la idea de que quiza
la evitacién que el animal hace de Ia comida se deba a su reciente enfermedad, s
decir habia que establecer si existia o no una relacién especifica entre ¢l alimento y
la enfermedad. La forma en que se descarté esta idea fue incluir dos grupos de
sujetos: un grupo experimental cuyos sujetos recibfan un pareamiento de la
comida y el veneno y un grupo control al que solo se le administro el veneno. En
las pruebas subsecuentes se observé que los sujetos control consumen grandes
cantidades de dicha comida, mientras que los sujetos experimentales no lo hacen y
asi se puede atribuir esta diferencia entre los grupos al pareamiento de la comida y
¢l veneno en el grupo experimental. En estos estudios se encontrd que los sujetos
experimentales efectivamente consumen menos de la comida de prueba que los
sujetos control. (Garceia, et al., 1972).

El condicionamiento aversivo a los sabores ha recibido especial atencién por
varias razones:

Como ya se menciond, se ha sugerido por algunos psicéiogos que el CAS no es
un ejemplo comin de condicionamiento clésico, debido a que transgrede algunos
de los principios generales que se aplican a la mayorfa de los ¢jemplos.

La aversién al sabor a menudo se desarrolla después de un solo emsayo de
condicionamiento y dicha rapidez resulta ventajosa para algunas cuestiones
tedricas,

La aversién al sabor es algo que mucha gente experimenta al menos una vez en la
vida. Esta aversi6n se puede desarrollar aunque la persona este segura de que la
comida no fue !a causa de su posterior enfermedad y puede durar toda la vida.

Aunque se ha aceptado conceptualizar a este paradigma con solo las tres
variables evidentes, se¢ han postulado soluciones para obtener una

conceptualizacién més adecuada:

En diversos estudios, Chambers (1990) analiza minuciosamente la situacién de
aprendizaje en particular en el CAS: concluyé que los estimulos gustativos -
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pueden provocar respuestas conductuales antes de la absorcin del alimento,
ademds de las respuestas fisiolégicas tales como salivacién y secrecién de insulina.
Los sabores preferidos, tales como el dulce, provocan respuestas de consumo
incrementadas, y los sabores evitados o menos preferidos, tales como ¢l amargo,
evocan respuestas de consumo decrementadas, y una disminucién en las visitas al
comedero (Rozin, 1967). Estudios hechos por Grill y Norgren (1978) reportan
respuestas conductuales a estimulos gustativos mds complejos. Ante los estimulos
dulces los animales mostraban movimientos ritmicos de la mandibula con
prostusiones y retracciones de la lengua resultando en una mayor ingesta. Ante
los estimulos amargos, en cambio, las protuciones de la lengua eran mas largas y
las retracciones se llevaban a cabo con !a mandibula casi cerrada, lo que producia
que ¢l liquido se vertiera fuera de la boca y que por ende hubiera ura menor
ingesta. Cuando los animales sufrfan malestar después del consumo de una
sustancia, se podian apreciar las conductas caracteristicas de cuando degustaban
un sabor amargo.

Lo que distingue al CAS de otras formas de condicionamiento cldsico es el hecho
de que la RC (laevitacién al sabor) es parte del repertorio de conductas elicitadas
por el EC en este caso ¢! sabor. Y aunque la respuesta es apropiada al El en el
hecho de que la enfermedad provoca upa disminucién en la ingesta, el
decremento en la ingesta es especifica al EC.

La RC no es similar a Ia respuesta elicitada por el EC, (de hecho es opuesta), de
ahf que el papel de! EI sea también diferente para el caso particular del CAS. El EI
no actdia como el facilitador de 1o que serd la RC. En su lugar cambia la respuesta
elicitada por el EC de una (ingestiva) a una (aversiva), (Chambers, 1990).

En 1990 el mismo Garcia (Garcia, 1990), hace una propuesta para resolver el
problema. (Fig. 4). En esta hace una reevatuacién del planteamiento pavloviano

original. En este planteamiento el estimulo incondicionado juega un doble papel:

* En primerlugar es un estimuloa ser asociado con otro, el EC, formando la diada
EC-EL
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« En segundo lugar se asocia con un factor llamado retroalimentacién (RA)
formando la diada EI-RA.

Fi diltimo factor es una propuesta novedosa a la teoria del aprendizaje, que intenia
llenar las dos brechas tedricas destacadas por Skinner (1989) en donde afirma que
en cualquier descripcién conductual tiene dos caminos: una entre la accién
estimuladora del ambiente y la respuesta del organismo, y otra entre las
consecuencias y ef cambio conductual resultante.

En csta propuesta que hace Garcfa, el primer vacfo teSrico corresponderia a Ja
diada EC-FI y el segundo vacio tedrico seria el EI-RA. La retroalimentacion
consiste en todos los fenémenos fisiolégicos y neurales derivados de la
presentacion del EI lo cual produce una transposicién del valor hedénico que
tenia el El originalmente, en el caso del condicionamiento aversivo al sabor el
estimulo sdpido es el El (a diferencia de la propuesta anterior, en la que el sabor es
el EC), con una RI consumatoria; al presentarse después del malestar gastrico
(RA) ¢l sabor sufre un cambio en su valor hedénico convirtiéndose de agradable a
aversivo, de tal manera que al volverse a presentar el sabor la RI habrd cambiado a
una evitacién (RC).
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+
El ————eeepp Org ey Ingestion

f RA+ (Respuesta incondicionada)

? RA I (Respuesta condicionada)
(LiCl)

Fig. 4. Esquema del condicionamiento de condicionamiento aversivo al sabor
propuesto por [Garcia, 1990 1. A) En este caso un estimulo sépido
incondicionado (EI) actia sobre el organismo (Org) el cual al no tener
consecuencias produce una retroalimentacién con valor heddnico positivo
(RA+) y la ingestién. B) Si después de la presentacién del EI este tiene
consecuncias, en forma de una retroalimentacién negativa tal como un malestar
géstrico inducido por cloruro de litio, que actie sobre el EI cambidudole el valor
hedénico, la respuesta subsiguiente serd en sentido contrario al que se venia
presentando.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y
OBJETIVOS

Existe adn un importante debate acerca de los diferentes sistemas y/o estructuras
que estan involucrados en la mediacion de procesos como lo son la adquisicién
de nuevas conductas, y cf almacenamiento y evocacién de las mismas. La
evidencia hasta ahora encontrada a este respecto no resuelve (o resulta
contradictoria) un problema medular:

¢Los procesos de adquisicién y de evocacion se encuentran regulados
principalmente por un solo sistema que resulta ser ¢l mismo para ambos
fenémenos, o por el contrario son sistemas separados los que estin mediando cada
uno de los procesos?

Como ya s¢ mencion6, se ha demostrado que la reduccién de la actividad
colinérgica cortical, relacionada con el dafio de las neuronas del sistema
colinérgico del cerebro anterior basal' (CAB), en particular el niicleo basalis
magnocelularis (NBM), tiene un papel preponderante en ¢l deterioro cognoscitivo
asociado con la demencia (Nitsch, et al., 1994).

A pesar de los numerosos estudios sobre el tema, que sugieren que la
participacién del neurotransmisor acetilcofina (ACh) es importante en el
mantenimiento de las funciones cognitivas normales, no se ha podido dilucidar si
la ACh es imprescindible para el aprendizaje y/o la memoria; tampoco estd claro
hasta qué grado las deficiencias observadas después de las lesiones del NBM
puedan ser atribuidas exclusivamente a pérdidas de funciones cognoscitivas
(Bjorklund et al., 1995).
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Con el fin de probar el posible papel diferencial que estd jugando el sistema
colinérgico y el NBM en el proceso de aprendizaje (ver definicion apartado Ia.
p. 2) y en el proceso de evocacion (memoria) de nuevas conductas se llevaron a
cabo los siguientes experimentos:

Se dividi6 aleatoriamente a los animales en dos grupos:

1) El primer grupo sirvié para probar los procesos de memoria (evocacion de la
conducta). En este caso el animal recibié el entrenamiento conductual, después
la lesién, y por tltimo la prueba conductual.

2) El segundo grupo sirvié para probar los procesos de aprendizaje (adquisicién
de la conducta). En este caso los animales recibieron primero la lesién, después
el entrenamiento conductual y por ultimo la prueba.

En ambos grupos se incluyeron a su vez 3 grupos: el grupo de lesién (NBM); un
grupo de lesién falsa (Sham) para descartar la posibilidad de que los efectos
observados fueran debidos a la sola manipulacién quirurgica v no a procesos
especificos del drea lesionada; y por ultimo un grupo control quirdrgicamente
intacto que sirvié para observar los efectos conductuales que tuvieron las
manipulaciones ¢xperimentales en el animal integro.

Asimismose realizaron dos experimentos, (cuadro 1):

Experimento 1: Todos los animales fueron sometidos a la tarea de
condicionamiento aversivo a los sabores tanto para la evaluacién de los
procesos de memoria, como para ¢l de aprendizaje. Asi mismo los animales se
sometieron a la tarea de prevencién pasiva, evaludndose exclusivamente
procesos de memoria (evocacidn).

Experimento 2: Todos los animales fueron sometidos a la tarea de laberinto de
agua, tanto para la evaluacién de los procesos de memoria, como para el de
aprendizaje. Asi mismo los animales se sometieron a la tarea de prevencién
pasiva, evaludndose exclusivamente procesos de aprendizaje (adquisicién).
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CUADRO 1:

O ZEZ = m T X

fa—

N O-ZEE=REY X

ADQUISICION LESION PRUEBA
CAS CAS
(SACARINA) (SACARINA)
PREVENCION PREVENCION
PASIVA PASIVA
LESION ADQUISICION PRUEBA
CAS CAS
(SALINA) (SALINA)
LESION ADQUISICION PRUEBA
>< LABERINTO LABERINTO
DE DE
AGUA AGUA
PREVENCION PREVENCION
PASIVA PASIVA
ADQUISICION LESION PRUEBA.
LABERINTO ;X( LABERINTO
DE DE
AGUA

AGUA
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V.METODO

Va. Snjetos

Se utilizaron 72 ratas macho de la cepa Wistar provenientes del bioterio del
Instituto de Fisiologla Celular de la UNAM, de aproximadamente 5 meses de edad
de un peso que oscilé entre 290-310gr. al principio de los experimentos. Todos
los animales fueron mantenidos en cajas-habitacién individuales de Plexiglas con
agua corriente y comida (Purina Rodent Lab Pellets) ad libitum excepto cuando
fue indicado en el protocolo. Los animales se mantuvieron en un ciclo de luz
oscuridad 12:12.

Vb.Materiales

En la tarea del condicionamiento aversivo a los sabores se ulilizaron como
bebederos probetas graduadas de plastico de 50 micon tapén de hule y pipeta de
metal. Las sustancias que se utilizaron fueron sacarina sédica (2,3-Dihidro-3-
oxobenzisosulfonazol) de Sigma Chem. Co.; cloruro de sodio (NaCl), y cloruro de
litio (LiCl) ambos de Baker Analyzed.

Para la tarea de prevencién pasiva se utilizé una caja de acrilico de 25X25X70 am,
dividida en dos compartimentos por una puerta corrediza. Un compartimento (el
claro) fuc iluminado de manera indirecta por un foco de 60W, el otro
compartimento (el oscuro) no conté con ninguna fuente de iluminacion, y el piso
de esta ultima estaba compuesto por dos bases metélicas conectadas a un
simulador eléctrico.

Para la tarea del laberinto de agua, se utilizé una tina de metal galvanizado (90cm
de altura X 120 de didmetro) pintada de negro, dividida en cuatro secciones o
cuadrantes. FEn uno de los cuadrantes se colocé una plataforma de aerilico
transparente (10 cm X 10 c¢m de drea X 30 cm de altwra desde ¢l piso del
laberinto). El laberinto se llené de agua 2 centimetros por arriba de la plataforma.
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Fl agua se regul6 a una temperatura de aproximadamente 22 °C y la ejecucién
de! laberinto fue filmada con una cdmara ubicada por arriba del estanque. La
sefial se llevé a un convertidor analégico digital conectado a una computadora
Lanix 386. Los datos s¢ procesaron a través de un analizador de imdgenes
CROMOTRACK {San Diego Ins).

Ve.Lesiones

Para producir las lesiones se anestesiaron a los animales con una dosis de 70
mg/kg. de pentobarbital sédico, se fij6 la cabeza del animal al aparaio
estereotixico y se le practicé una incisién longitudinal de aproximadamente 2.5
cm, se separé el tejido para descubrir el cranco y permitir la localizacién de
Bregma como el punto de referencia para referirse entonces a las coordenadas
estereotdxicas en que se halla el Nicleo Basal Magnocelular las cuales son
(Paxinos, et al., 1982): '

-7.0mm. en el plano Dorsoventral (DV),
+2.8mm. en el plano Lateral (L) y,
-0.8mm. en el plano Anteroposterior (AP).

Con el fin de reducir el indice de mortandad en los sujetos lesionados, ya que en
experimentos preliminares se habfa observado que las inyecciones bilaterales en. el
mismodia provocan una reduccién importante en el peso del animal y la sucesiva
muerte del mismo: se Ilevé a cabo primero en todos los casos la lesién en el NBM
izquierdo, y siete dias después (permitiendo asi la recuperacion), la lesién en el
NBM derecho.

La lesién fue inducida mediante la inyeccién de 0.5ul de una solucién de
10.0pg/p | de NMDA a través de una aguja dental estereotaxicamente colocada

en las coordenadas correspondientes.

Las lesiones inducidas por NMDA tienen la propiedad de lesionar
preferencialmente los cuerpos celulares dejando la mayorfa de las fibras de paso
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intactas (Jonson, 1980), lo que permite que los cfectos observados puedan ser
atribuidos con mayor seguridad a funciones especificas del rea lesionada.

Adicionalmente estudios de lesiones en el NBM con NMDA a partir de los 10 dfas
postoperacién, han reportado una ejecucion normal en una serie de pruebas
conductuales sensoriomotoras, cuando con otros métodos de lesion no sc
observa la mismarecuperacion, tpara discusién ver Olton, et al.,1987; Wenk, et al,,
1987).
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V1. EXPERIMENTO 1

En este primerexperimento se estudiaron las tarcas de condicionamiento aversivo
a los sabores, tanto para el grupo de memoriacomo para el de aprendizaje; y la
tarea de prevencion pasiva solo para el grupo de memoria.

Via. Procedimiento

Para la tarea de CAS los animales fueron divididos en dos grupos, con 20 animales
cada uno al inicio del experimento, el primer grupo fue para ¢studiar ¢l papel que
estaba jugando el sistema colinérgico y el NBM en tareas de memoria, el segundo
grupo fue para estudiar el papel en tarcas de aprendizaje.

Para la tarea de Prevencién Pasiva, todos los animales fueron considerados para el
grupo de memoria.

VIb. CONDICIONAMIENTOAVERSIVO A LOS SABORES

Grupo Memoria

Una descripcién esquemdtica del procedimiento experimental, se muesira en la
Fig. 5.

Los animales intactos fueron sometidos a un régimen restringido de agua, que
consiste en el retiro de los bebederos y la presentacién dos veces al dia de las
probetas graduadas con 50 ml. de agua destilada. 1a primera presentacion se
realizé por las mafianas y la segunda por las tardes. Ambas eran llevadas a cabo
en la caja-habitacién de los animales por un periodo de 10 min. cada una, y al final
de la primera presentacion (la de la mafiana) se tomd el registro del consumo con
una precisién de 0.5 ml. Este procedimiento se repitié por 7 dfas obteniéndose

asi un valor de linea base de consumo de agua. El octavo dfa fue el dia del
entrenamicnto, que consiste en la sustitucién del agua destilada por una solucion
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al 0.1% de sacarina durante 10 min., y registrando el consumo. Veinte minutos
después los animales fueron inyectados intraperitonealmente con una solucién
0.15 molarde LiCl en una dosis de 7.5 mi/kgde peso. La inyeccién de la solucién
del LiCl produce en los animales una irritacion géstrica, confirmada por una
respuesta emética y una contraccion abdominal inmediatamente después de la
inyeccién (Braun, et al., 1982). Siete horas después de la inyeccién se regresé a
condiciones ad libitum de agua. (Fig. 6).

ADQUISICION (Nov. 11)

Lesion 1: Nov. 26 36 DIAS
Lesion 2: Dic. 04

PRUEBA (Dic. 17)

Fig. 5. Esquema del procedimiento del Condicionamiento Aversive a los Sabores
para el grupo de memoria
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CONDICIONAMIENTO AVERSIVO A LOS SABORES

P CONSUMO
Adquisicién A DURANTE 100 B
IA 7]
: l PRUEBA ¢
Malestar gdstrico =
> *
o £ Fontml :’; 50 -
intacto
f : £
/ \ z
Sacaring mas inyeccion S
 de LiCI
Prueba 100 I
u
N E
Lesién g
bilateral £
a\" 50 —
E
Reexposicion al estimulo condicionado Aversidn §
- )

Fig. 6. Esquema del procedimiento del condicionamiento aversivo a los sabores. La parte sugperior
de la figura A muestra la fase de adquisicidn y en fa parte inferior la de evocacién. La figu

ra B describe un ejemplo de los resultados esperados entre animales lesionados y contro-
les.
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Con el fin de realizar la prueba de retencién del condicionamiento aversivo al
sabor que consiste en la presentacion a los animales en la sesidn matutina, de las
probetas graduadas con la solucién de sacarina; todos los animates fueron
sometidos cinco dias antes de la prueba al régimen restringido de agua destilada
en las dos presentaciones diarias registrandose su consumo.

Vic. Grupo Aprendizaje

En este caso el procedimiento fue bdsicamente ¢l mismo con tres diferencias
principales: (Fig.7) )

Lesién 1: Nov. 26
Lesién 2: Dic. 04

ADQUISICION (Ene. 30) —

36 DIAS

PRUEBA (Mzo. 07)

Fig. 7. Esquema del procedimiento del Condicionamiento Aversivo a los Sabores
para el grupo de aprendizaje.
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« Los animales habian recibido previamente las lesiones en et NBM.

« Fl dia del entrenamiento la sustituci6n del agua destilada fue por una solucién al
0.15 molar de Cloruro de Sodio (NaCl) la cual se ha reporiado produce un
incremento en el consumo de ratas intactas y sin experiencia a tal sabor (Braun,
et al.,, 1982).

« El dia de la prucba la solucién de agua destilada fue sustituida tambien por la
solucién salina.

VId. PREVENCION PASIVA
Grupo Memoria

Una esquematizacién del protocolo experimental estd representado en la Fig 8.

La tarea fue modificada de su versién original (McGaugh, ct al., 1988), para este
experimento. En esta tarca se empezd colocando al animal intacto en el
compartimento claro por 20 seg. con la compuerta divisoria cerrada, transcurridos
los 20 seg. s¢ abrié la puerta permitiendo que el animal cruzara al lado oscuro,
registrando el tiempo que tardaba en cruzar. En ¢l momento en que la rata posé
las cuatro patas en el interior de! compartimento oscuro, se cerr$ la compuerta y se
le administr6 un choque eléctrico de 0.7 mA durante 3 seg. abriendo después la
compuerta para permitir el paso del animal al lado claro. En caso de que el animal
no escapara de inmediato, se le aplicaria un segundo choque. Cuando éste
regresaba al lado claro la compuerta se cerraba dejando al animal por otros 20
segundos; al termino de este tiempo, la compuerta se abria nucvamente, repitiendo
la operacién descrita las veces que fuera necesario (tipicamente basta solo un
ensayo) para que el animal no cruzara al lado oscuro durante un periodo de 80
seg. ,tras los cuales se cerraba la compueria y se retiraba al animal. (Fig. 9).
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ADQUISICION (Nov. 19)

Lesion 1: Nov. 26 34 DIAS
Lesion 2: Dic. 04 -

PRUEBA (Dic. 23)

Fig. 8. Esquema del procedimiento de la Prevencidn Pasiva para el grupo de
memoria.

Vle. Histologias

Al término de los cxperimentos, todos los animales fueron divididos en dos
Erupos:

1. Régimen farmacohistoquimico diisopropylfluorophosphato cofinesterasa: (DFP-
Colinesterasa):
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» 1.8 mg de DFP por kilogramo de peso administrada intramuscularmente, dos
horas antes de perfundir al animal.

Perfusion:

Los animales fueron anestesiados con una dosis letal de pentobarbital sédico,
abriéndoseles la cavidad tordcica inmediatamentc después del paro
respiratorio, para exponer ¢l corazén. Se corté la circulacién de la vena cava
descendente, se insertd una aguja de perfusién en el veniriculo izquierdo, y se
realizé una incisién en la auricula derecha. Se permiti6 entonces el flujo de la
solucién salina hasta sustituir al fluido sanguineo, cambiando en ese momento,
¢l flujo por la solucién fijadora de paraformaldehido. Este @ltimo fija la
membrana celular para impedir que cambios osmdticos por manipulaciones
histol6gicas destruyan a las célntas. Una vez hecha la sustitucién de salina por
paraformaldehido, se removié el cerebro completo manteniéndose en fijador
por 24 horas, al término de las cuales se sustituy6 por una solucién al 30% de
sacarosa durante 3 dias.

Los cerebros fueron entonces cortados en un microtomo con cortes de 40 micras
y procesados normalmente para Ia técnica de colinesterasa ligeramente maodificado
de Paxinos y Watson (1980):

Reactivos

Acetato de sodio trihidratado (CH3C00Na 3H20), 56mM, pH 5.0
Sulfato ciiprico ( CuSO4.5H20),4mM

Glicina NH2CH2COOH), 16mM

Acido clorhfdrico (HCI), diluido

Acetil-tiocolila yodada

Etopropazina
Sulfuro de Sodio (Na2S 9H20),al 1%
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Solocion de reserva (Stock)
- pesar 6.8 g de Acetato de sodio
1.0 g de sulfato ciiprico
1.2 g de Glicina
- aforara 1 L con agua bidestilada
- ajustar a pH 5 con HCl diluido

NOTA: Esta solucidn puede mantenerse en refrigeracion hasta dos semanas.

Una vez montados los cortes de tejido en laminillas se procede a incubarlos.

Solucién incubadora

- a 100 mi de solucién Stock agregar 116 mg de acetil-tio-colina yodada y 3 mg de
etopropazina

- incubar el tejido en esta solucién durante toda la noche o 7 h como minimo.

Solucién reveladora

- Cambiar la solucién incubadora por la solucién al 1% de Sulfuro de sodio
- Revelar durante10 min o ¢l tiempo requerido para obtener una coloracion cafe

obscura en el tejido.

2. Determinacidn de Actividad de Colina Acetil Transferasa (ChAT):

Los animales fueron decapitados y sus cerebros rdpidamente extraidos para la
diseccion de laregién que corresponde a la corteza insular (CI).
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Procedimiento:

* Disecar el tejido cerebral y colocarlo en un ¢ppendorf de 1.5 ml previamente

pesado.

o Pesar ¢l tejido ¢ inmediatamente congelar a -70 °C, o proceder a

homogeneizar.

» Homogeneizar el tejido con 500 gl de la **solucién homogenado (en hielo).

= Sonicar 30 segundos, evitar el sobrecalentamiento.

* Centrifugar 15 min. a temperatura ambiente 12.5 tp.m.

« Separar 200 ul del sobrenadante y agregar 50 pl de 1a ***soluci6n sustrato.

« Separar los restantes 200 yul para anélisis de proteinas.

« Fl sobrenadante mas el sustrato se incuba a 37°C durante 20 min. en baiio
térmico.

* Parar la reaccién con 10 gl de HCIO4 1M en hielo.

* Agregar al sobrenadante 1 mlde agua destilada para diluitria muestra L a 5.

e Colocar 500 pl en la parte superior del "filtro eppendorf” y centrifugar a 12.5
r.p.m. durante 10 minutos.

e Analizar en HPLC el filtrado.

**Solucién para Homogenado de Tejido
En 100 mlde agua:
Tritén X 100 (0.5%) 0.5 ml.
PB0O2M (25mM) 125ml

*+¥+SOLUCION SUSTRATO

En 10 ml de agua:
NaCl 3 M 0.3M Im
Neostigmina 1mM 0.2mM 2m
Cloruro de Colina 10mM  13.96 mg
EDTA 20mM 74.40 mg
PB 0.2M 0.iM 50 m
Acetil CoA 0.4M 3.24 mg

*Ligeramente modificado de Nita et. al.,1993.
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VII EXPERIMENTO 2 -

En este segundo experimento se estudiaron las tareas de laberinto de agua de
Morris (Water Maze) tanto para ¢l grupo de memoria como para el de
aprendizaje; y latarea de prevencion pasiva solo para el grupo de aprendizaje.

VIla. Procedimiento

Para la tarea de Prevencién Pasiva, todos los animales fueron considerados para et
grupo de aprendizaje.

Para la tarea del laberinto de agua los animales fueron divididos en dos grupos,
con 16 animales cada uno al inicio del experimento, el primer grupo fue para
estudiar ¢! papel que estaba jugando el sistema colinérgico y el NBM en tareas de
memoria, el segundo grupo fue para estudiar el papel del NBM en tareas de
aprendizaje. '

VIIb. PREVENCION PASIVA

Grupo Aprendizaje

En este caso los animales habfan recibido las lesiones en ¢l NBM antes de la
adquisicién de la tarea que fue exactamente igual que la del grupo de memoria del
experimento 1. (Fig.10)

VHec. LABERINTO DE AGUA

Grupo Memoria

Para Ia adquisici6n de esta tarea (Fig. 11),los animales intactos fueron sometidos a
un enfrenamiento que consistié en diez ensayos.
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Se determinaron aleatoriamente diez distintos puntos de partida dentro de los
cuatro cuadrantes de la tina experimental.

Lesién 1: May. 13
Lesi6n 2: May. 20

ION (Jun; 27)

34 DIAS

PRUEBA (Jul. 31)

Fig. 10. Esquema del procedimiento de la Prevencién Pasiva para el grupo de

aprendizaje.

En cada uno de los ensayos, €l animal era depositado en las distintas locaciones,
acto seguido el experimentador mandaba la sefial al convertidor anal6gico digital
para el registro y posterior andlisis de las imagenes.
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La finalidad de cada ensayo, era que el animal encontrara Ja plataforma (blanco)
ubicada en uno de los cuadrantes de la tina. La duracién méxima de cada ensayo
fue de 45 segundos, si al término de éste el animal no encontraba ¢l blanco, se le
guiaba al mismo,donde permanecia por diez segundos.

Fig. 11. Esquema de las diez diferentes locaciones desde dondc el animal era
colocado dentro de la tina experimental del Water Maze.

Los entrenamientos se llevaron a cabo con dos animales simultineamente, es decir
mientras, uno ejecutaba el ensayo, el otro descansaba, la duraci6n méxima del
"descanso” era de 45seg, y la miimade 30 segs, s¢ repitié este protocolo hasta
completar diez ensayos, al cabo de los cuales el animal era nuevamente colocado
en su caja-habitacién (Fig.12).La tarea se repitié de la misma manera al dia
siguiente para estar seguros que los animales habian adquirido la tarea.
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El procedimiento tipico utilizado en el laboratorio, es una sola adquisicién, y la
prueba al dia siguiente. En este caso el protocolo experimental no permitié que la
prueba se hiciera al otro dia sino hasta 20 dias después (Fig. 13) de aqui la
importancia de dos entrenamientos.

l Water Maze de Morris ”

- v en

Adquisicion

Plataforma de Acrilico

Pruecha

Fig. 12. La figura muestra un esquema del laberinto de agua (modificado) de Morris.

Se observa la fase de adquisicién y Ia fase de prueba con la ejecucidn ficticia de
un animal control.



ADQUISICION May. 16)

Lesién 1: May. 20 22 DIAS
Lesién 2: May. 28

PRUEBA (Jun. 07) —

Fig. 13. Esquema del procedimiento del laberinto de agua para el grupo de memoria.

VIId. Grupo Aprendizaje

En este caso el procedimiento fue bdsicamente el mismocon la dnica diferencia
de que los animales habian recibido previamente las lesiones en el NBM. (Fig. 14).
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Lesion 1: May. 13

Lesién 2: May. 20
ADQUISICION (Jun. 03)
20 DIAS
PRUEBA (Jun. 23)
Fig. 14. Esquema del procedimiento del laberinto de agua para el grupo de
aprendizaje.
VIle. Histologias

Al término de los experimentos, todos los animales fueron divididos en dos
grupos:

1. DEP-Colinesterasa (exactamente igual que en ¢l Experimento 1)
2. Inmunohistoquimica Anti-colinacetiltranferasa:
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*Procedimiento:

PBS pH 7.4 [Buffer fosfatos 0.1M y NaCl 0.15M = 0.9%] (1000 ml.)
Pesar: 2.298 g. de Fosfato monobdsico de Sodio (NaH2PO4) P.M. 137.99

22.345 g. de Fosfato dibdsico de Sodio (Na2HPO4 7H20) P.M. 268.07
8.765 h. de Cloruro de Sodio (NaCl) P.M. 58.44

Agregar 900 mi de H,0 desionizada

Ajustar el pH a 7.4 con soluci6n NaOH o HCl concentrado en agitacion
conitaua.

Aforara 1000 ml. con H,O desionizada

Solucién Salina 0.9% = 0.15M (10060 ml)
Pesar 8.765 g. de NaCl
Aforara 1000 ml. con H2O desionizada

Fijador (1000 ml)
Pesar 40 g. de paraformaldehfdo
Agregar a 900 mlde PBS
Calentar (50-60 °C) agitar , hasta que la solucion se aclare
Filtrar la solucion
Esperar a que la temperatura disminuya hasta 30 °C y agregar 4 ml.de
Glutaraldehido at 25%
Aforara 1000 micon PBS

Sacarosa 15y 30% (100 mD
Pesar 156 30 g. de Sacarosa
Agregar 100 ml. de PBS y agitar
Perfusién
Todos los animales se someticron al siguiente procedimiento de perfusion

igual que el descrito para la DFP-Colinesterasa con la infusién de solucién
salina al 0.9%, sustituida después por una solucién de paraformaldehido 4%

47



y Glutaraldehido 0.1% (fijador). La perfusion debe hacerse a una velocidad
de 1-1.5 empleandose 250 ml/animal. Los cerebros sc dejan en fijador
durante 3 horas, después de las cuales se cambian a una solucion de
sacarosa al 15%, cuando el cerebro se precipita se cambia a una solucién de
sacarosa 30%.

Cortes

Se hicieron cories de 40 micras en un microtomo, se colocaron en cajas con
12 pozos acomoddndose de 4 a 5 cortes en cada uno, cada pozo contenia
alrededor de 400 pl de PBS.

Primera Incubacién
Los cortes se flotan en PBS-Tritén 0.3% (3 pl tritén/ 1000 pd PBS) durante
30 minutos en agitacién moderada a temperatura ambiente.
Se realizan tres lavados en PBS de 10 minutos cada uno.

Segonda Incabacién
Los cortes se flotan en 400 ul PBS con 2% de suero de caballo y 2% de
BSA durante 30 minutos a temperatura ambiente ¢n agitacién moderada.
Se realizan tres lavados en PBS de 10 minutos cada uno.

Tercera Incubacién (Primer Anticuerpo) Vector KIT PK-6102
Los cortes se flotan en el primer anticuerpo (anti-ChAT) con una dilucién
de 1:100 durante 72 horas en agitacién moderada a 4/C.
Se realizan tres lavados en PBS de 10 minutos cada uno,

Cuarta Incubacién (Segundo Anticuerpo) Vector KIT PK-6102

Los cories se flotan en el segundo anticuerpo con una dilucién 1:200
durante 2 horas ¢n agitacién moderada a temperatura ambiente.
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5 pl anticuerpo/ 1000 pi PBS

Importante: Preparar €l complejo Avidina Biotina (A+B) media hora
después de iniciar la tercera incubaci6n.

Se realizan tres lavados en PBS de 10 minutos cada uno.

Quinta Incubacién

Los cortes se flotan en el complejo A+B durante dos horas en agitacién
moderada a temperatura ambiente.

Se mezclan 9 plde Ay 9 ul de B, dejando la mezcla por una hora y media
en agitacién moderada a temperatura ambiente, agregando 982 pl de PBS
hasta que se vaya a utilizar.

Se realizan tres lavados en PBS de diez minutos cada uno.

Revelado con KIT (Vector) SK 4100

En 5 ml. de agua bidestitada agregar 2 gotas de buffer stock solution.
Mezclar muy bien.

Affadir 4 gotas de diaminobenzidina (DAB) stock solution a la solucién
anterior y mezclar bien.

Ailadir 2 gotas de solucién de peréxido de hidrégeno, y mezclar bien.

Para una tincién oscura agregar 2 gotas de solucidén de nickel
intensificador (enhancer) y mezclar bien.

Flotar los cortes durante 10 minutos o hasta que se tornen cafés.

Proceder a montar los cortes normalmente.

*(Ligeramente modificado de Plaschke et. al.,1997)
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VIII RESULTADOS

Villa. EXPERIMENTO 1

CAS

Para la prueba del condicionamiento aversivo a los sabores, ¢! valor del consumo
de la solucién de sacarina fue transformado a un valor de porcentaje de consumo
de la linea base, es decir los valores de consumo de agua en las dos mafianas
precedentes fueron promediados aritméticamente para cada animal y este valor
considerado como 100% y comparado con ¢l consumo de la solucidén de sacarina
el diade la prueba. Esta transformacion se realiza dado que se ha reportado que
en algunos casos, los animales con lesién pueden presentar una pequefia pero
significativa reduccién del volumen de consumo general, y de ésta manera s¢
elimina la posibilidad de que las diferencias que se pudieran observar entr¢
controles y experimentalcs fueran debidas a éste fenomeno (Dugas de Villard, et
al., 1981).

VIIIb. Grupo Memoria

Los resultados de la transformacién antes descrita fueron analizados mediante una
prueba estadistica de ANOVAsimple con comparaciones individuales post hoc de
Fisher. F! consumo de sacarina el dia de la adquisicién fue similar en los tres
grupos  (control=21.11 ml. s=+-1.68, lesion falsa=20.37 ml s= +1.52, -y
lesionado=20.11 ml. s=+-0.98) y similara su vez con el consume de linea base de
agua.

Fl dia de la prueba (Fig. 15) los tres grupos, tanto ¢l control (Con), el de lesion
falsa, v ¢l lesionado (Les), mostraron un porcentaje reducido de consumo de
sacarina, indicando una aversién condicionada (Con= 25.91%, s=+4.43; lesién
falsa=22.19%, s=+4.0; Les=29.94%, s=+4.22), el anilisis estadfstico no mostré
diferencias significativas en ninguno de los tres grupos.
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Fig. 15. Resultados de la prueba de condicionamiento aversivo a los sabores para ¢l
grupo de memoria. El porcentaje de linea base se obtuvo tomando como 100%
la media artmética del consumo de las dos mafianas precedentes a la
presentacién del sabor.

VIllc. Grupo Aprendizaje

Los resultados en este caso fueron analizados de la mismamanera.

El dfa de la prueba (Fig. 16) el grupo control y el de lesion falsa mostraron un
porcentaje reducido de consumo de salina, indicando una aversién condicionada
(Con=27.45%, s=16.32, lesién falsa=28.87%, s=+7.71), en cambio el grupo de
lesién en el NBM presentd un consumo de salina similar al consumo de agua
previo (les=69.21%, s=+7.78) indicando una aversion disminuida. Se encontrd
una diferencia significativa en el efecto de grupo del ANOVA (F=9, p<0.01) ¥
andlisis de Fisher posteriores mostraron que el efecto era debido a una diferencia
significativa (DMS=41, p<0.01) entre el grupo lesionado y el control, y (DMS=40,
p<0.01) entre el lesionado y el de lesién falsa, pero sin diferencias entre ¢l grupo
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control y el sham, lo que indica que los animales lesionados presentan una
deficiencia significativa en la respuesta de aversién condicionada al sabor.

GRUPO APRENDIZAJE

100 4

%%

[:] CONTROL

CONSUMO EN % LB (SALINA)

Fig. 16. Resultados de la prueba de condicionamiento aversivo a los sabores para cf
grupo de aprendizaje. El porcentaje de linea base se obtuvo tomando como
1009 1a media aritmética del consurno de las dos mafianas precedentes a la
presentacién del sabor.

** p<(0.0] con respecto al control.

Hl dfa de la presentacién de la solucién salina se observd un incremento en el
consumo de todos los grupos con respecto a ios valores de linea base de agua en
los tres grupos (Con=39%, lesién falsa=22% y Les=33%), lo cual coincide con
reportes previos que demuestran un incremento en ¢l consumo de agua con NaCl,
en ralas intactas y sin experiencia a esc sabor (Braun, et al., 1982).
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VIIId. PREVENCION PASIVA

Grupo Memoria

En la prueba de prevencién pasiva, se utilizd un andlisis estadistico de tipo no
paramétrico, dado que la latencia y la estancia méxima que pudiera tener un
animal fue cortado arbrifrasiamente en 600 segundos, lo cual convierte a éstos
datos en ordinales, ya que los datos de 600 seg. no corresponden a un intervalo
definido, sino que representan ¢n realidad "mas de 600". Las caracteristicas de
este disefio permiten un andlisis por medio de la prueba Kruskall-Wallis para
efectos de grupo en la condicién, y comparaciones post hoc enire grupos
utilizando la prueba estadistica de la U de Mann-Whitney (Siegel ,et al., 1988).

Para fines del andlisis estadistico solo se tomé en cuenta el valor de la estancia en
el lado claro (ELC), sin embargo si el andlisis s hubiese realizado sobt¢ la estancia
en ¢l lado oscuro (ELO) las diferencias estadisticas encontradas hubiesen sido
idénticas dado que ELO = 600 - ELC; y ELC = 600 - ELO, por lo que las
diferencias entre grupos se hubiesen mantenido.

En la Fig. 17 se muestran los resuftados de la estancia en ambos lados de la caja de
prevencion pasiva. En esta medicién no se encontraron diferencias significativas
entre los grupos, es decir los tres grupos mantavieron estancias similares en el lado
claro,

VIIe. HISTOLOGIAS
La revisién histolégica para DFP-Colinesterasa mostré que las lesiones

provocaron una pérdida masiva de células colinérgicas en la mayor parte de la
regi6n correspondiente al Niicleo Basal Magnocelular, (Fig. 18).
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Fig. 17. Resultados de la prueba de prevencidén pasiva para el grupo de memoria.
Para fines estadisticos solo se utilizéia estanciaen el lado claro.

Los resultados en la determinacién de Actividad de Colina Acetil Transferasa
(ChAT) obtenida por HPLC (Fig. 19),fueron ¢valuados comparando las diferentes
concentraciones del neurotransmisor entre los diferentes grupos y analizados
mediante una prucba estadistica de ANOVA simple con comparaciones
individuales post hoc de Fisher. S¢ encontré una-diferencia significativa en el
efecto de grupo del ANOVA(F(2,9)= 5.86 p<0.05) y andlisis de Fisher posteriores
mostraron que el efecto era debido a upa diferencia significativa entre el grapo
lesionado y el control, (p<0.01).
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GRUPO ACH/PROT +SEM
Control 4449.54 1181.42
Sham 3086.41 388.38
Lesién 1627.61% 167.25

Fig. 19. Actividadde colinaacetiltransferasaen la corteza insular como resultado de
lesiones excitotéxicasen el NBM. La actividad se registré en picomoles de
acetilcolinapor minuto, por miligramode proteina. * p< 0.05 con respecto al
control.
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EXPERIMENTO 2

VIIIE. PREVENCIONPASIVA
Grupo Aprendizaje

Las mediciones se llevaron a cabo del mismomodo que en el grupo de memoria
del experimento 1,y se encontré que el grupo control y el de lesién falsa tuvieron
una estancia absoluta en el lado claro (Con=600 seg., lesién falsa=600 seg.)
mientras que ¢l grupo lesionado no mostré preferencia por ninguno (Les,
X=408.38).

GRUPQO APRENDIZAJE

:

CONTROL

g ¢

Estancia en &l lado clare
b W
2 =

g

Fig. 20. Resultados de la prueba de prevencién pasiva para el grupo de aprendizaje.
Para fines estadisticos solo se utilizla estanciaen el lado claro. ** p<0.05.
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El andlisis estadistico mostré un efecto significativo de diferencia entre grupos
(H2,15) = 6.15, p<0.04) la cual fue producida por una diferencia significativa
entre el grupo control y el lesionado (Con Vs.Les, U(10)= 5,5, p<0.05). Fig. 20.

VIIig.LABERINTO DE AGUA
Grupo Memoria

Adgquisicién 1: Durante los ensayos de adquisicién del Laberinto de agua del
primerdfa (Fig- 21) no se encontraron diferencias entre los grupos. En
general todos los animales aprendieron a encontrar la plataforma a partir
del quinto ensayo.

GRUPO MEMORIA
45
40

35 . —m~ Control
-0~ Sham
-~ Lesion

LATENCIA. (en sep)
[y*
v

10 -
5

El1-2 E3-4 E5-6 E7-8 E9-10
ENSAYOS

Fig. 21. Resultados de la primera adquisicién de la tarea del laberinto de agua, para
¢l grupo de memoria. Los ensayos fueron agrupados en diadas,
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Adguisicion 2: Durante la segunda adquisicin del Laberinto de agua (Fig. 22)
no se encontré ninguna diferencia entre los grupos, y puesto que ya
habian recibido un entrenamiento previo, los animales encontraron la
plataforma desde ¢l primery segundo ensayo.

GRUPO MEMORIA

25 -
o 201 —m— Control
g o~ Sham
8 15 —A~ Lesion
i
j 1

5

O

Ei-2 E34 ES-6 E7-8 E9-10
ENSAYOS

Fig. 22. Resultados de la segunda adquisici6n de la tarea de laberintode agua, para
el grupo de memoria. Los ensayos fueron agrupados en diadas.

VIilh.Prueba

Para el andlisis del laberinto de agua (Fig.23) ¢l dfade la prucba se utilizaron dos

criterios:

a) Latencia, que es el tiempo en que los animales tardan en acudir al lugar en
donde se encontraba la plataformael dia de la adquisicién;

b) Entradas ¢ cruces, que es el nimero de veces que el animal pasa por donde se
encontraba la plataforma.
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Fig. 23b

Fig. 23a y 23b Resultados de la prucba de laberinto de agua del grupo de memoria
para el criterio de latencia (a) y el de entradas o cruces (b). No se encontraron
diferencias significativas.
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ViIi. Grupo Aprendizaje

Adquisicion 1: Durante los ensayos de adquisicién del laberinto de agua del
primer dia (Fig. 24) se encontraron diferencias en el cuarto ensayo y séptimo
cuando fueron analizados individualmente, y en la diada 7-8 (F(2,11) =4.57,
p<0.04) cuando fueron agrupados en pares. El andlisis post hoc, mostrd
que esta diferencia es solo en el grupo de lesién Vs. control (p<0.05}.

GRUPO APRENDIZAJE
45 -

35 ] - —a— Control
30 4 ~0— Sham

1 A~ Lesidn
25 -

20 4
15 A
10 4

LATENCIA (en scg)

El-2 E3-4 E5-6 E7-8 ES-10
ENSAYOS

Fig. 24. Resultados de la primera adquisicién de la tarea del laberinto de agua, para
el grupo de aprendizaje. Los ensayos fueron agrupados en diadas. ** p<(.05.

Adguisicién 2: Durante la segunda adquisicién del laberinto de agua (Fig. 23) se
encontraron diferencias en el primer ensayo, en el cuarto, quinto, noveno y
décimo, cuando el andlisis fue individual, y en-las diadas 1-2, 5-6y9-10,{F2,11) =
4.79, p<0.02; F2,11)=5.72 p<0.02; F2,11)="7.14, p(0.02) respectivamente. El
andlisis post hoc mostrd que estas diferencias fucron también solo en el grupo de
lesién Vs. control (p<0.05). Observamos pues,
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que los animales lesionados tienen problemas para encontrar la plataforma,
es decir les cuesta mucho mas trabajo aprender la tarea.

GRUPO APRENDIZAJE
25 - *#
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Fig. 25. Resultados de la segunda adquisicién de la tarea del laberinto de agua, para
¢l grupo de aprendizaje. Los ensayos fueron agrupados en diadas. * * p<0.05.

Villj.Prueba

En la fig. 26 se muestran los resultados de la prueba para el grupo de aprendizaje
en donde al igual que para el grupo de memoriase utilizaron dos criterios:

a) Latencia, en donde se encontraron diferencias significativas por un efecto de
grupo lesi6n Vs. control (F(2,11) = 2.95, p<0.05).

b) El nimero de cruces donde se encontraba la plataforma, donde también se
encontré un efecto de grupo lesién Vs. control (F2,11) = 2.97, p<0.05).
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Fig. 26a y 26b. Resultados de la prueba del laberinto de agua del grupo de
aprendizaje para el criterio de latencia (a} y el de entradas o cruces (b). **
p<0.05.
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VIl Histologfas

Aligual que en €l experimento 1,}a revision histolégica para la DFP-colinesterasa,
mostré que las lesiones abarcaron la mayor parte del Nuicleo Basal Magnocelular,
(Fig. 18). La figura 27 muestra las fotos de los animales perfundidos para la
técnica DFP-colinesterasa.

‘AP BREGMA

AP BREGMA
-1.3

"1 08
AP BREGMA

Fig.lls. Diagrama de la ubicacién de las lesiones en cortes coronales que incluyen ef
drea que corresponde al Nicleo Basal Magnocelular. El 4rea mas oscura
representa el mayor dafo las dreas ashuradas, las de menor.
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Fig. 27ay 27b. Resultados histologicos para DFP-Colinesterasa en un animal
control (a) en donde alcanzamos a ver células en la regién correspon-
diente al Ndcleo Basal Magnocelular; y para un animal lesionado (b)
donde son pricticamente inexistentes.
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En las figuras 28 y 29, se muestran Jos resultados inmunohistoquimicos anti-
colinacetiltranferasa, no se juzgd necesario hacer un conteo y anlisis estadisticos,
pues la ausencia practicamente total de células inmunopositivas a ChAT en el drea
correspondiente al NBM en los animales lesionados, con respecto al control,
result evidente a simple vista.
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Fig. 28a. y 28b. Resultados inmunohistoguiimicos anticalinacetiltransterasa
para un animal control (a) y uno de lesién falsa (b). El encuadre
representa la figura adyacente.
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FIG. 29. Resultados inmunohistoquimicos anticolinacetiltransferasa
para dos animales lesionados. No se visualizan células en
ninguno de los dos animales.
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IX DISCUSION Y CONCLUSION

Un gran ntmero de evidencia ha generado la aceptacién de que el sistema
colinérgico estd jugando un papel medular en funciones cognitivas superiores
como el aprendizaje y la memoria (Hegan, et al., 1986; Spangler, et al., 1986;
Spignoli et al., 1987; Rush, 1988; Lamberty et al., 1991). Asimismose ha reportado
la reduccién de la actividad colinérgica cortical relacionada con el dafio de las
neuronas del sistema colinérgico del cerebro anterior basal en particular del
miicleo basal magnocelular o de Meynert.

Los estudios de lesiones en ¢l NBM han arrojado una diversidad de datos que
demuestran una disminucién significativa en la actividad colinérgica en diferentes
zonas corticales después de la lesién (Sangsttock et. al; 1992; Bronzeiti et. al;
1993; Dekker ¢t al,, 1993; Lapchak et. al.; 1993; Moyse et. al.; 1993 ).

Esta evidencia ha originado la hipdtesis de que el dafic de las aferencias del
sistema colinérgico del CAB juega un papel de suma importancia en las
deficiencias cognoscitivas humanas dentro de una serie de enfermedades
neurodegenerativas (Sinden, et al., 1995). Esta hipétesis ha dado como resultado
la posibilidad de que al reintegrar la transmisién colinérgica del CAB, pudieran
mejorar algunas de las propiedades del aprendizaje y la memoria que se ven
afectadas en enfermedades como el Alzheimer. Sin embargo, a pesar de los
indicios obtenidos en investigaciones con animales de laboratorio, realizadas con
precursores de ACh que han lograde incrementar los niveles de este
neurolransmisor, aun no han mostrado ninguna mejorfa en los ensayos con
enfermos de Alzheimer (Nitsch et al., 1994 b).

Toda esta evidencia provee las bases para sustentar el papel del sistema
colinérgico cortical en los mecanismos de adquisicién en diversas tareas de
aprendizaje, pf;gg el papel que estd jugando en la retencién o evocacion €s menos
conocido.
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Los trabajos de nuestro laboratorio sugieren un proceso independiente de la
actividad colinérgica cortical involucrado en los mecanismos de memoria o
evocacién. Con respecto a esto, recientemente se ha propuesto que la proyeccion
basalocortical podrfa jugar un papel importante en los estadios iniciales del
proceso de aprendizaje (Durkin et al., 1992). A favor de esta posibilidad se ha
observado que la duracién de la activacién colinérgica cortical disminuye
progresivamente a medida que aumenta el mimero de entrenamientos y el
correspondiente aumento en el desempefio de la prueba en maodelos de laberinto
radial. La extension l6gica de este proceso implicariala existencia de un momento
en cl que la intervencién del sistema colinérgico podria no ser funcionalmente
requerido durante el proceso de evocacién (Durkin, 1994; Durkin et al., 1992).
Dbservaciones andlogas se han reportado con experimentos de administracion
sistémica de escopolamina, en los cuales se ha observado un efecto decreciente
dependiendo de si el tratamiento se lleva a cabo en las etapas iniciales o finales del
programa de entrenamiento en ¢l laberinto radial (Toumane et al, 1993). Esta
gensibilidad diferencial al bloqueador muscarfnico sugiere que el sistema
colinérgico deja de participar una vez que se ha aprendido la tarea en cuestion.

Experimentos con transplantes heterotépicos muestran una clara correlacién entre
la recuperacion colinérgica del aprendizaje, no siendo el caso para fa recuperacién
de la memoria, que parece ocurrir independientemente de la funcién colinérgica
del transplante (Ormsby et al., 1995).

Recientes estudios de microdidlisis en libre movimiento llevados a cabo en nuestro
laboratorio muestran una fuerte correlacion entre la activacién colinérgica en la
corteza y la presentacién de un estimulo gustativo novedoso. Esta activacién no
correlaciona de] mismo modo con el solo hecho de que los animales beban agua
mientras se monitorean sus niveles de acetilcolina en la corteza insular. En cambio
al presentarse una solucién de sabor novedoso (sacarina o salina), se registra una
fuerte elevacién en los niveles extracelulares de acetilcolina inmediata a la
presentacion del nuevo estimulo, (Miranda et. al. en preparacién).

09



Ahora bien, resulta muy interesante que esta activacién disminuya durante
subsecuentes presentaciones. Esto sugiere fuertemente una participacion del
sistema colinérgico en la corteza en ¢l contexto de la presentacién de un estimulo
novedoso. Esta interpretacién seria consistente con estudios reportados en la
literatura segun los cuales se observa una actividad decreciente del sistema de
proyeccién colinérgica a medida que los animales avanzan en el proceso de
entrenamiento, de modo que una vez que los sujetos han aprendido por completo
la tarea en subsecucntes pruebas de memoria no se observa mas la participacion
de este sistema (Toumane et al., 1993).

Mas evidencia proveniente de nuesiro laboratorio demuestra que durante ¢l
consumo de un sabor novedoso, es decir, en la fase de adquisicién del CAS, hay
una liberacién elevada de acetilcolina en la corteza insular en animales controles
en libre movimiento, mientras que en animales a los que se les administré TTX
(blogueador reversible) en ¢l NBM freinta minutos antes de la fase de adquisicion,
s¢ encuentra un clara inhibicién de dicha liberacién. Estos datos van
acompafiados de la contraparte conductual en donde los animales controles
aprenden normalmente la tarea mieniras que los animales tratados con TTX son
incapaces de hacerlo.

En este mismotrabajo fueron estudiadas tambien las fases de memoria, una vez el
condicionamiento adquirido, se realizé la fase de la evocacién o prueba, en donde
los niveles de acetilcolina en la corteza insular no manifestaron cambios ni en los
animales controles ni en los animales tratados con TTX. En conclusidn estos
datos sugieren nuevamente el papel colinérgico-dependiente durante los procesos
de adquisiciéon (aprendizaje), pero no durante los de evocacion (memoria).
(Miranda et al.,en preparacién).

Los datos obtenidos en este trabajo proponen que al menos en el
condicionamiento aversivo a los sabores ¢l NBM y el sistema colinérgico estédn
jugando un papel diferencial en los procesos de aprendizaje y de memoria, siendo
indispensable para el primero, pero no asi para el segundo.
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Con respecto a los resultados obtenidos en las pruebas de prevencion pasiva y
del laberinto de agua, la interpretacién resulta un poco mas compleja. Para ¢l
grupo de aprendizaje, la adquisicién de ambos paradigmas resulta afectada de
manera muy importante. Con este respecto podemos concluir que la integridad
colinérgica del CAB y el NBM, est4n jugando un papel medular en ¢l aprendizaje
de estas tareas. Sin embargo para el grupo de memoria se observé un fenémeno
curioso, tal parece que los animales hubieran aprendido las tareas deficientemente,
o las hayan mal recordado. Este fenémeno no se puede explicar en términos de la
adquisicion, pues todos los animales al exponerlos por primera vez a ambas tareas
estaban intactos y sabemos que animales fntegros adquieren cualquiera de estos
paradigmas; tampoco se puede explicar en términos de evocacién pues
hubiésemos encontrado un efecto de grupo. El hecho de que no se hayan
encontrado diferencias significativas entre los grupos (control, lesion falsa y
lesionado) desgraciadamente no se pueden atribuir a la hipétesis que le did forma
a este trabajo. Es decir el papel que est4 jugando el NBM y el sistema colinérgico
en el proceso de memoria en las tarcas de prevencién pasiva y laberinto de agua,
no queda claro.

La determinacién en la corteza insular de Actividad de Colina Acetil Transferasa
(ChAT) se realiz6 por dos razones principales:

1. Sabemos que las lesiones tanto reversibles como irreversibles de la corteza
insular producen severos impedimenios en la adquisicién del CAS, la
prevencion pasiva y el laberinto de agua (Bermidez-Rattoni, et al., 1991a;
Bermidez-Rattoni et al., 1991b). :

2. En nuestro laboratorio encontramos que la ubicacién de las aferencias
provenientes del CAB en la corteza insular, se originan principalmente en el
NBM, asf también, resultados preliminares obtenidos mediante microdidlisis in
vivo en nuestro laboratorio, muestran una significativa activacién colinérgica
en la corteza insular como respuesta a la presentacién de un estimulo gustativo
durante el CAS.
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La disminucién significativa de ChAT en la corteza insular en los resultados
obtenidos en el presente trabajo, confirman estos hallazgos, sugiriendo
fuertemente que la irrigacién colinérgica a dicha corteza es proveniente del NBM.

Es todavia prematura cualquier aceptacién categérica de que dos sistemas
independientes estén modulando fenémenos cognitivos superiores como lo son
el aprendizaje y la memoria, hay evidencia contradictoria.

Diversos estudios coinciden en que Ja adquisicién de la prevencion pasiva se ve
impedida por la deplesién colinérgica (Lo Conte et al. 1982; Miyamoto et al.
1985; Hepler et al. 1985; Miyamoto et al. 1987; Dunett et al. 1987; Miyamoto et
al. 1989), sin embargo otros estudios afirman que es la retencién la que se ve
afectada (Altman et al. 1985; Harountunian et al. 1985; Thal et al. 1988; Berman et
al. 1988). Incluso propios experimentos efectuados en el laboratorio contradicen
los hallazgos encontrados en el presente trabajo (Lopez Garcia et al. 1993). En
este caso se realizaron lesiones excitotéxicas en ¢t NBM y se estudiaron las
conductas de CAS para memoria y para aprendizaje, y de Prevencion Pasiva solo
para el grupo de aprendizaje. Los resultados obtenidos muestran que para todos
los casos los animales con lesiones en el NBM se ven impedidos tanto para
adquirir la tarea como para recordarla. Estos resultados en lo que respecta a los
grupos de aprendizaje, coinciden con los aqui presentados, sin embargo
contradicen los hallazgos del CAS para el grupo de memoria. Este fenémeno lo
podemos explicar debido al tipo de lesion efcctuada.

Existe un amplio debate con respecto a que los efectos conductuales son debidos
a Ja regién del sistema colinérgico lesionada y al tipo de excitotoxina empleada
para dicha lesién, ic. quiscuslico, iboténico, NMDA. En este trabajo las
coordenadas utilizadas para la lesion del NBM fueron como sigue: '

7.0 mm. en ¢l plano Dorsoventral (DV),22.8 mm. ¢n el plano Lateral (L) y, -0.8

mm. en ¢l plano Anteroposterior (AP); mientras que en el trabajo anterior las
coordenadas fueron: -6.8 mm.(DV),+3.2 mm.(L),y -1.8 mm. (AP).
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Adicionalmente la lesi6n en este trabajo fue realizada con NMDA y en el trabajo
anterior con 4cido quiscudlico. Para una discusién de este problema ver Dekker
et. al. 1991.

En lo que respecta al laberinto de agua, también hay evidencia contradictoria
que apunta a impedimentos en la adquisicién (Dunett et al. 1985; Dokla et al.
1988; Mandel et al. 1988, 1989, 198%) o en la ejecucion y retencién (Whishaw et
al., 1985; Hagan et al., 1988, Mundi, et al., 1988).

Es preciso mencionar que estas diferencias o contradicciones pueden ser
producto del lugar, el tamafio de la lesién, o incluso del método utilizado para
producirlas.

Tal vez las lesiones del NBM no representen en un modelo en s{de la enfermedad
de Alzheimer, en donde no solo €l sistema colinérgico o el NBM se encuentran
afectados, pero si han provisto de la informacién nccesaria para abordar déficits
muy claros en procesos de aprendizaje. Es posible que en combinacién con
lesiones de otros sistemas de neurotransmisién (p.e. noradrenérgico), y lesiones
mas especificas de los miicleos colinérgicos del NBM, lleguemos a una
aproximacién mas fina para la evaluacién y tratamiento de enfermedades de orden
neurodegenerativo.

Como quiera que sea, el efecto de aparente disociacién entre la adquisicién de un
condicionamiento (aprendizaje) y la retencién y/o evocacién de uno previamente
adquirido, por la deficiencia de acetilcolina de uno de los nicleos colinérgicos mas
importantes, extiende la posibilidad de estudiar dos fenSmenos intimamente
relacionados: el aprendizaje y la memoria.
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La figura 30 resume los resultados del presente trabajo:
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Fig. 30. Resumen de los resultados obtenidos en este trabajo. La figura ilustra que
los animales tanto controles, lesionados y de lesién falsa para el grupo de
memoria no tienen problemas en las pruebas de condicionamiento aversivo a los
sabores (CAS), prevencién pasiva (PP) y laberinto de agua (LA). Sin embargo
los animales lesionados para ¢l grupo de aprendizaje se ven impedidos en las tres
tareas.
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Tomando en conjunto los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede
conchuir:

e Las lesiones del NBM con NMDA afectan la adquisicidén (aprendizaje) del
condicionamiento aversivo a los sabores, méds no la evocacién (memoria) del
mismo.

» Las lesiones del NBM con NMDA afectan la adquisicién (aprendizaje) de la
prevencién pasiva. _

e Las lesiones de! NBM con NMDA afectan Ia adquisicién (aprendizaje) del
jaberinto de agua.

+ H papel que esté desempefiando el NBM en las funciones de evocacién de al
menos las tareas de prevencién pasiva y del laberinto de agua no estén claros.

« La irrigacion colinérgica a la Corteza Insular es proveniente de los niicleos det
NBM.

» No se puede excluir la posibilidad de que otras estructuras cerebrales como la
amigdala y el tilamo, o bien otros sistemas de transmisién como ¢l
noradrenérgico, estén jugando un papel importantc en la recuperacin
conductual.
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