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Mayo, 1998

Aprendizaje.
Para Cei: porque tal ves también

padczca de estos dolores.

Estoy aprendiendo a aguantar:

a cargar cn mis pirpados mis sucfios impotentes;
2 soportar en mi suspiro mi daga y mi suerte;

a conocer cenizas inm(n:ilcs en mis heridas;

a limpiar mis evasiones, y hacer de cuenta que no me tragan con sus bocas de caddveres.
A alizar con el temblor de mi boca las bisquedas instantineas de mis puiios en mis manos.

Estoy aprendicndo a dominar la traza metilica de mis pasos:
lc ensciio a mis piernas a no odiarme,

les convezo todos los dias -— con argumentos  irrefutables—- de que correr no ¢s saludable.

Acostumbro a mi espalda a mi misma posicidn en este mi mismo catre.
La instruyo con teson acerca de las ventajas de no afanarse.

Estoy luchando dia con dia:

deshaciendo torbellinos, inmovilizando escalofrios y sofocande a mis sonidos para que no salten.

Y mas adn: lo estoy logrando: cstoy triunfando en mi mirada...

la someto y la sebyugo aqui frente al espejo en que envejezco

se rebela y me amenaza;

yo sdlo contengo,

la reprimo,

la concentro,

la reduzeo a los limites extendidos por su infinito,

y la sostengo en mis alas de angel podrido para evitar que un dia escape...
y cn el revuelo del espejo por fin...

por fin s¢ decida a matarme...

estoy aprendicndo..., aprendiendo a no suicidarme....

Luis Ramirez Trejo
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Abreviaturas
ABL Amigdala Basolateral
Ach Acetilcolina
AchE Acetilcalinesterasa
AMPA Acido DL alfa amino 3- hidroxi-5-metil-isoxazoleproponico
Amg Amigdala
Cab Cerebro anterior basal
CAS Condicionamiento Aversivo a Sabores
Cl Corteza Insular
ChAT Transferasa de la Acetilcolina
EG Estimulo Gustativo
IBO iboténico
IgS IgG-saporina
Ka Kainico
LiCI Cloruro de litio
NBM Nuicleo Basal Magnocelular
NMDA N-Metil-D-Aspartato
NTS Nucleo del Tracto Solitario
PBN Nucleo Parabraguial del Puente
Quis Acido Quiscualico
SI Substantia innominata

TTX Tetradotoxina




Resumen.

La identificacién del sustrato neuronal y de los procesos celulares necesarios para el
aprendizaje son el objetivo fundamental de la neurobiologia en este campo. Este objetivo
tiene importantes repercusiones tanto tedricas como précticas. Por ejemplo: la posible
instrumentacidn de terapias para aminorar los efectos de enfermedades del aprendizaje y la
memoria como la enfermedad de Alzheimer.

En este contexto, hay una extensa informacidn en donde se ha descrito que el Nicleo Basal
Magnocelular (NBM) estd involucrado en distintos tipos de aprendizaje, entre ellos el
Condicionamiento Aversivo a Sabores (CAS).

La conexion de este nicleo y la corteza insular {(centro de integracién de la informacidn
gustativa) por via colinérgica ha hecho ponderar la importancia de la acetilcolina como
neurotransmisor clave en este proceso de aprendizaje. Estudios efectuados con varios tipos
de lestones no especificas para neuronas colinérgicas en este nicleo han producido graves
deterioros en varios tipos de aprendizaje. La reciente utilizacién de la inmunotoxina IgG-
saporina (IgS) como toxina especifica para esta via colinérgica, y sus fallidos intentos en
tratar de reproducir los efectos con otras neurotoxinas menos especificas pone ¢n duda la
relevancia de esta via.

La posible importancia de la via NBM-Amigdala-Corteza ha sido subrayada recientemente
por algunos trabajos que la evalian de forma indirecta.

El presente trabajo pretende establecer la relevancia que cada una de estas vias tiene sobre
el CAS, un paradigma de aprendizaje robusto y ampliamente detallado. Para ello, se
compara ¢l efecto de la IgS administrada en el NBM (lesion especifica) con el efecto del
NMDA (lesidn no especifica) sobre el CAS. Por otro lado se observa el efecto del NMDA
cuando se administra intraparenquimélmente en la amigdala. Y finalmente se observa el
efecto de la lesién inmunotéxica en el NBM y excilotdxica en la amigdala en forma

simultinea, explorando con ello Ia posible interaccion entre las dos vias.




Introduccion

1. La hipétesis colinérgica del aprendizaje y la memoria.

E! proceso de envejecimiento va acompahnado de un deterioro en varias funciones
del organismo, entre ellas la ejecucién tanto sensorial como motora, y de manera
muy particular el deterioro paulatino que suele observarse en las funciones
cognitivas (Muir, 1997). Dentro de este contexto, la demencia es caracterizada
como un grupo de condiciones que propician un deterioro gradual de las
habilidades intelectuales, al punto que el funcionamiento social y laboral puede
verse gravemente afectado. La enfermedad de Alzheimer (demencia primaria) es
una de las dos categorias en que se pueden dividir todos los tipos de demencia
{Muir, 1997). El comienzo de esta enfermedad ——que se da tipicamente en la
quinta década del individuo— conduce a desarrollar patrones de deterioro
cognitivo que se parecen en varios aspectos a la demencia senil (demencia
secundaria) (Coyle et al., 1983). El analisis nerupatolégico de los cerebros
provenientes de individuos de ambas afecciones presentan anormalidades
caracteristicas que sugieren bases bioldgicas comunes. Dentro de estas
evidencias destacan: la formacion de placas neuriticas, filamentos proteinicos
helicoidales que suelen acumularse dentro de los cuerpos celulares de las
neuronas, y el hecho de que ambas enfermedades puedan presentarse de forma
autosdmica dominante en algunas familias.

Por otro lado, uno de los hallazgos que sugirié un importante papel para la
acetilcolina (Ach) en los procesos de memoria, fue el hecho de que examenes

post-mortem de individuos que en vida habian presentado sintomas de demencia
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tipo Alzheimer mostraban indices de actividad de Transferasa de la Acetilcolina
{Choline Acetyltransferase: ChAT) anormalmente bajos (Perry et af,, 1978). Esta
enzima es considerada un marcador bioquimico para neuronas colinérgicas, ya
que participa en Ja sintesis de Ach. Este tipo de efectos también fueron
observados en individuos en demencia senil {Constantinidis, 1978).
Posteriormente se demostrd una perdida de neuronas colinérgicas en el cerebro
anterior basal (Cab) en personas que habian padecido Alzheimer. Paralelamente,
se sabe que drogas {como la escopolamina y |a atropina) que bloquean los
receptores celulares a acetilcolina afectan las habilidades mneménicas (Bartus,
1982). Ademas, dichos efectos parecen revertirse con drogas colino-miméticas.
También, se probd que pacientes afectados por Alzheimer mejoraban sus
capacidades mneménicas cuando se les administraba farmacos de este tipo
{Bartus, 1982).

Aunque la evidencia alin es controvertida, la integracion de todos estos estudios
instrumentaron lo que vino a denominarse “Hipdtesis colinérgica de la disfuncion
mnemonica” (Bartus, 1982}, y que en principio establece que el empeoramiento
observado en el aprendizaje y la memoria, tanto en los individuos con demencia
senil como en aquellos que sufren de demencia tipo Alzheimer, es atribuible al
decaimiento en los sistemas colinérgicos del cerebro anterior basal. En su
formulacion inicial esta hipétesis —de ser corroborada-— deberia satisfacer los
siguientes requerimientos:

a.- Deben encontrarse disfunciones especificas en marcadores colinérgicos en los
cerebros de sujetos que sufren disfunciones mnemdénicas relacionadas con la

edad,




b.- La interrupcion artificial de las funciones colinérgicas centrales en sujetos
jévenes deben inducir deterioros conductuales que mimeticen las pérdidas
cognitivas que se encuentran en individuos viejos.

c.- El incremento apropiado de |a actividad colinérgica central en los individuos
viejos debe reducir significativamente los deterioros cognitivos relacionados con el

envejecimiento.

2. Neuroanatomia del sistema.

2.1. El cerebro anterior basal.

El termino de “cerebro anterior basal” (Cab) se refiere a un grupo heterogéneo de
estructuras, tanto telencefélicas como diencefalicas, que se encuentran
localizadas en la parte ventral del cerebro, por debajo o a! nivel de la comisura
anterior (Alheid y Heimer , 1988).

Las principales regiones que lo conforman son: el continuo hipotalamico preéptico-
anterior, el nicleo septal, el lecho del nicleo de la estria terminalis, el nacleo de la
banda diagonal, la substantia innominata (Sl) que incluye el nucleo basal de
Meynenr, el nucleus accumbens, ef tubérculo olfativo, la corteza olfatoria y el
nucleo amigdaloide (Atheid y Heimer, 1988).

Dentro del cab es posible reconocer tres sistemas principales, que ala sazén se
encuentran estrechamente relacionados, estos son: El sistema estriatopatidal, la
amigdala centro-medial y su extension en la parte media del cerebro anterior
rostral, y el complejo identificado como neuronas corticopetales del cab. El

enigmatico territorio que generalmente ha sido referido como “substantia




innominata” parece estar compuesto de porciones de estos tres sistemas (Alhehid
¥ Heimer 1988).

Existen numeroses estudios en los cuales se ha corroborado cambios
significativos —tanto bioquimica como histoldgicamente— en alguna o varias de
las estructuras del cab en desordenes del s_istema nervioso tales como:
esquizofrenia, la enfermedad de Parkinson, y la enfermedad de Alzheimer. Los
resultados de los estudios llevados a cabo —tanto desde la perspectiva clinica,
como desde la fisicldgica y conductual— dejan poca duda acerca de! importante
papel gue juega e! cab en toda una serie de conductas que van desde instintos
basicos hasta funciones cognitivas complejas (Alheid y Heimer, 1988).

Las estructuras del cab estan involucradas en varias reacciones conductuales,
tales como; suefio, conducta de alimentacidon o forrajeo, agresion, atencion y
particularmente aprendizaje. Existe evidencia de que la mayoria de estos patrones

conductuales se ve afectada por drogas colinérgicas (Wenk y Bigl 1980).

2.2. Neuroanatomia del Nucleo Basal de Meynert.

La primera descripcion exacta que se hizo de este ndcleo fue llevada a cabe por
Von Kolliker, quien lo nombrd de esta forma en honor a su descubridor (Wenk,
1997). El describe las células nerviosas del Nucleus de Meynert como células
multipolares, con un rango de tamano de 20 a 30 wm, que con frecuencia
aparecen fuertemente tefidas —en una forma parecida a las células del Locus
Coerufeus—, s6l0 que en éstas la tincidn no es muy consistente (Gorry, 1963). El
nicleo basal de Meynert (nBM) se extiende dentro de la substantia innominata de
Reichet (SI); dicha &rea esta a su vez inmersa en la regién sublenticular. (Werik,
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97). Cabe mencionar que la Si no tiene limites definidos y no es definida como
una unidad anatémica (Gorry, 1963). Como ya fue mencionado, la substantia
innominata estd compuesta por tres sistemas reconocibles, intimamente
relacionados: el sistema estriatopallidal, la amigdala centro-medial y su extension
en la parte media del cerebro anterior rostral, y el complejo identificado como
neuronas corticopetales del cab (Adlher y Heimer, 1988).

En primates el nBM esta conformado por grupos de células agregadas (islas) mas
© Menos conectadas. Sin embargo, existen también muchas neurenas aisladas
que invaden la lamina medular entre el putamen y el globus pallidum, y que
infiltran el nicleo septal y la parte horizontal del nicleo de la banda diagonal de
Broca (Wenk y Bigl, 1980). De acuerdo a varios estudios el nBM contiene una
poblacion de neuronas colinérgicas de gran tamafio que muestran una proyeccién
amplia y aparentemente difusa a los campos ipsilaterales de la neccorteza frontal,
temporoparietal, sensorio-motora y occipital; asi como, al bulbo offatorio, y la
formacion hipocampal (Wenk y Bigl, 1980}. Por otro lado, también existen
neuronas no colinérgicas en esta regidn basal que puede proyectar a la corteza
{Alheid y Heimer, 1988; Candy et al,, 1985).

Es interesante sefalar que dado que el nBM pareciera seguir una gradacioén
filogenética —es decir que su volumen y diferenciacion estructural se incrementa
en aquellos phyla con sistemas nerviosos centrales mas complejos (por ejemplo:
cetaceos y primates}—, se ha sugerido que e! nBM puede ser considerado como
un marcador del grado de desarrollo del cerebro {Gorry, 1963), esto es, este
incremento en {a diferenciacion del nBM corresponde a una diferenciacién total del

cerebro y en particular a un desarrollc de las regiones neocorticales (altamente




carrglacionadas con funciones cognitivas complejas). Esto es importante, porque
el desarrolio def NBM durante ef curso de la evolucidn y su correlacion con una
complejidad progresiva y el desarrollo de la inteligencia, lo hacen un excelente
candidato para el desempeiio de un papel trascendente en funciones integrales y

cenductuales de gran relevancia (Wenk y Bigl, 1980)

El llamado “complejo colinérgico basal”, incluye la estructura homéloga dei nicleo
basal de Meynert en la rata, que es denominada Nucleo Basal Magnocelular
{NBM). El complejo colinérgico basal, ademas del NBM comprende a otras
estructuras del cab: septum medio, drea predptica media, la regién ventral
pallidum/sustantia innominata, la banda diagonal, la ansa lenticularis y los
aspectos laterales del area hipotalamica (Bigl et al., 1982). Este complejo provee
de una amplia y organizada inervacién colinérgica aferente a varias zonas
cerebrales, entre ellas: el manto neocortical, e! bulbo olfatorio, el hipocampo y la
amigdala (Bigl et al., 1982; Lehman et al., 1980).

Por medic de estudios basados en Ja concentracion de acetilcolinesterasa
(AChE)y ChAT se estableci6 que el arregto de las células de! NBM dentro de la SI
&n la rata es menos ordenado en comparacion con los primates (Wenk y Bigl,
1980; Sofroniev ef al, 1982; Fibiger, 1982}. Asi pues, el NBM esta conformado por
grupos difusos localizados tanto dentro de la SI, como en el pallidum ventral y la
parte ventral del globus pallidus darsal (Everitt et al,, 1987). Ademas pueden
encontrarse muchas células aberrantes del NBM mezcladas con neuronas del
nucleo entopeduncularis (Divac, 1976}, EI NBM muestra una inervacién amplia

pero no difusa hacia !a neocorteza (Bigl et al., 1982). Shute y Lewis (1967)




precisaron, mediante estudios de distribucion de AChE, que esta inervacion es
principalmente colinérgica y que comprende la mayor parte de la entrada
extrinseca de acetilcolina en la neocorteza de mamiferos.

Por otro lado, mediante estudios de marcadores fluorescentes combinados con
marcadores colinérgicos se ha comprobado la existencia de aferencias del NBM a
la amigdala {Nagai et al, 1982) y al nicleo reticular del tdlamo (Hallanger et al.,
1887}. Ulteriormente, se precisd que el nucleo basolateral de la amigdala (ABL)
recibe una amplia inervacion colinérgica de células localizadas en el NBM, y que,
en contraste con las células colinérgicas que inervan la corteza dichas células no
presentan el receptor p75 al factor de crecimiento neural NGF (Heckers y
Mesulam, 1994). Al parecer el resto de los nicleos amigdalinos también reciben
una inervacién colinérgica del NBM, pero sus aferencias son tanto positivas como
negativas para el p75 (Heckers y Mesulam, 1994). Por otro lado, los estudios de
marcadores fluorescentes identificaron células de! NBM marcadas con el marcador
fluorescente pero negativas para el marcador colinérgico. Esto implica que
también hay una aferencia del NBM a la amigdala no colinérgica (Nagai et al.,
1982). Con respecto al tdlamo las aferencias son en su mayoria colinérgicas,
aunque también se observaron no colinérgicas (Hallanger et al., 1987).

Las vias de que inervan al NBM son las mismas que se observan respecto al
globus pallidus, y provienen del putamen, la amigdala y el tAlamo (Haring, 1986).

Estas relaciones anatomicas se observan tanto en la figura 1 como —de forma

esquematizada—en la figura 2.
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Distribucidn de las neuronas colinérgicas y sus proyecciones en el cerebro de rata.
Abreviaturas: MS, septum medio; VDBB, nicleo vertical de la banda diagona! de
Broca; HDBB, nuicleo horizontal de la banda diagonal de Broca; NBM, niicieo
basal magnocslular; tpp, niclec del pedunculopontino tegmentado; ditn, nicleo
laterodorsal tegmentado; PFC, corteza prefrontal; ICj, isla de Calleja; SN,
substancia negra; IP, nucleus interpeduncular; DR, rapé dorsal; LC, locus
coeruleus(Modificado de Everitt, 1998).

Talamo
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Via colinérgica Via no colinérgica
— e >

Fig. 2. Esquema de las relaciones anatémicas de sistema
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3. Fisiologia del NBM: Cognicién y Colinergismo.

3.1. En busca de la especificidad.

Gran parte del interés que se le ha dedicado al NBM inicid a partir de los indicios
sobre la depauperacion, tanto en nimero como en tamano y funcién de fas células
colinérgicas del nicleo basal de Meynert, asociada con la edad y la enfermedad
de Alzhemeir (Whitehouse et al,, 1981). Este fue uno de los argumentos
instrumentales que parecen apoyar la ya mencionada "Hipdtesis cofinérgica de la
disfuncion de la memoria”. Ello, aunado a la evidencia farmacologica, estimuld un
gran nimero de estudios que se enfocaron en el desarrollo de modelos animales
de demencia, basados en el bloqueo colinérgico y la lesidn del sistema colinérgico
del cerebro anterior basal (Dunnett y Barth, 1991).

Los primeros estudios que exploraron los efectos de lesionar el NBM en tareas de
aprendizaje utilizaron técnicas de lesion sumamente inespecificas: entre ellas
pulsos de radiofrecuencia {Dubois et al,, 1985; Hepler et al., 1985a) y lesiones
electroliticas (Miyamoto et al., 1985; Lo Conte ef al, 1982). Este tipo de lesiones
dana tanto los cuerpos celulares como los axones que pasan ¢ se encuentran
adyacentes al NBM. Con estos estudios se observaron graves efectos en
prevencidn pasiva y laberinto en T, algunos de los paradigmas de aprendizaje mas
usados. Sin embargo, la atribucién de dichos efectos al dafio en el sistema
colinérgico se vuelve dificil, ya que se ha comprobado que este tipo de lesiones
reducen la inervacién dopaminérgica y noradrenérgica a la corteza {Dubois et al.,
1985), ademas de danar las fibras de paso.

Las lesiones quimicas con excitotoxinas son mas selectivas que las lesiones
previamente mencionadas, ya que so6lo destruyen los cuerpos celulares en el sitio
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de inyeccidn pero no las fibras de paso (Coyle et al., 1983). El Acido ibétenico
{IBO) y e Kainico (KA) fueron las primeras neurotoxinas que se aplicaron en
diversas regiones del cab —entre ellas el NBM—, con el objetivo de evaluar su
efecto en tareas de aprendizaje. Multiples reportes acreditan efectos negativos en
distintas tareas de aprendizaje como: prevencién pasiva y activa ( Miyamoto et al.,
1985; Hepler et al.,, 1985a); laberinto en T, laberinto radial {Hepler et al., 1985 a,b;
Bunnett ,1991; Maye et al., 1988); tareas de apareamiento retardado de
claves(Dunnet, 1985); laberinto de dieciséis brazos (Murray y Fibiger, 1985),
laberinto de agua (Miyamoto et al., 1985; Riekkinen st al., 1991). Sin embargo, en
¢l caso del Kainico se comprobd que dada la magnitud del dafio no especifico,
particularmente en el palido ventral y dorsal, esta toxina no es apropiada para
estudios conductuales como consecuencia del dafo al sistema colinérgico del
NBM (Dunnett et al., 1987). Con respecto al IBO se demostrd que la disminucién
colinérgica que este produce no correlaciona con el nivel de dafno cognitivo;
ademds, de que al igual que el KA, dafa a células del globus palidus dorsal y
ventral (Everitt et af,, 1987). Ya que ia pérdida neuronal colinérgica se confunde
con la destruccién general de células a través del globus palidus, resuita
problemético una interpretacion colinérgica de los dafos conductuales que se
observan con este par de toxinas.

La posterior aparicién de otras neurotoxinas como el NMDA, el AMPA y el acido
quiscudlico (Quis) permiti¢ efectuar estudios comparativos acerca de los distintos
efectos de estas toxinas en los paradigmas de aprendizaje. Varios estudios
comparan los efectos entre el Quis y/o AMPA vs el IBO yfo NMDA inyectados en

el NBM, y muestra que los dltimos dos producen mayores danos en memoria a
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pesar de que los deterioros en la ChAT cortical son similares para las tres
excitotoxinas (Connor, 1981; Dunnett et al., 1987; Evenden et al., 1989; Riekkinen
et al, 1991; Waite et al, 1994; Ammassari-Teule, 1993). Principalmente la
utilizacion de AMPA, que produce un dario colinérgico casi total y un dafo no
especifico ain menor que el Quis, no produjo ningdn dafo en el aprendizaje de
varias tareas (Page et al, 1991; Waite et al, 1994}. El siguiente candidato en la
blisqueda de una agente especifico fue et AF64A, un inhibidor del transporte de
colina, los indicios iniciales parecian indicar que, administrada
intraventricularmente, no dana otros sistemas neuronales come los de
catecolaminas e indolaminas (Torres et al., 1994), y el dafio a los sistemas
colinérgicos era aun mayor que el AMPA; por desgracia, se comprobé que al ser
administrado intraparenquimalmente, produce extensos danos tisulares y
destruccion neuranal inespecifica { McGurk et al., 1987).

A partir de todo lo anterior el corolario podria dividirse en dos partes:

a) Las neurotoxinas pueden incrementar la especificidad de las lesiones al dejar
intactas las fibras de paso en la vecindad del NBM, incluyendo las fibras
dopaminérgicas y noradrenérgicas, esta selectividad depende de la dosis v el tipo
de neurotoxina usada, y en ninglin caso esta selectividad es total (Dekker et al.,
1991).

t) Conforme se obtuvieron toxinas cada vez mas especificas, con respecio al
sistema colinérgico del NBM, se observd que los dafios conductuales fueron

menores o incluso nulos.

3.2. 192igG —saporina: la busqueda consumada.
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Una nueva y poderosa aproximacion al problema de la especificidad emergid con
el acoplamiento del anticuerpo monoclonal 1921gG para el receptor de baja
afinidad de NGF p-75 con la toxina vegetal saporina, esta toxina actda inactivando
ribosomas y con ello deteniendo la sintesis proteica (Wiley, 1992). En el cab este
receptor se encuentra casi exclusivamente en las neuronas colinérgicas
magnacelulares que inetvan a la corteza {Dawbarn et al,, 1988), aunque también
hay evidencia de que existe en fas células ng colinérgicas de Purkinje del cerebelo
(Wiley, 1892). Al administrar esta toxina a nivel intraventricular se ha cbservado
una perdida casi total de neuronas colinérgicas del septum, la banda diagonal de
Broca y el NBM (Book ef al., 1992); ademds se ha comprobado un franco
decremento en ia actividad de ChAT en la neocorieza, el hipocampo v el area
septal {Nilsson et al., 1992). En estos estudios se observaron decrementos en la
ejecucitn del laberinto de agua, pero dichos efecios —debido a la administracion
intraventricular— podian deberse al dafo de as células de Purkinje que residen
en el cerebelo. Sin embargo, se ha demostrado que la inmunotoxina 1921gG-
saporina (IgS) inyectada directamente en el NBM induce una perdida selectiva de
las proyecciones colinérgicas corticales dependientes de NGF { Heckers y
Mesulam, 1994}, produciendo una reduccidn cortical de ChAT de mas del 80%
(Berger ef al., 1994; Tores et al, 1994; Wenk, 1994). Pese a esta deaferentacion
colinérgica cortical jamas alcanzada con otras toxinas, esta inmunotoxina ha
fallado en reproducir los danos en aprendizaje observados con otras excitotoxinas
como: laberinto de agua (Torres et al., 1994; Baxter ef al,, 1995; Dornan, 1897,

Berger et al., 1994}, prevencion pasiva (Torres et al,, 1994; Wenk, 1994}, tareas




de apareamiento de posicién (Torres et al., 1994}, laberinto en T (Wenk et al.,
1994) y CAS (Gutiérrez, 1999).

Estos resultados parecen concordar con el hecho de que aquellas toxinas que
producen un mayor dafno en el sistema colinérgico del NBM no tienen efecto en
tareas de aprendizaje, y ponen en duda la importancia de la inervacion colinérgica

cortical en ¢l aprendizaje.

3.3 NBM y atencion.

Un hecho destacable es que existen reportes que asocian al NBM con procesos
de atencidn. La atencidn ha sido definida coma una activacidn neuranal
puntualizada de cierta red, que es relevante para una tarea cognitiva especifica (
Wenk, 1997). Esencialmente la atencion es la expresion conductual cognitiva de
un mecanismo neuronal que selecciona ia informacion relevante, usualmente
sensorial, y simultineamente ignora informacidn irrelevante para un cierto objetivo
especifico (Wenk, 1997). La utilizacién de IgG-saporina produjo déficits en tareas
relacionadas con la atencién (McGaugy et al.,, 1995). Lo que ha conducido a
proponer que la via colinérgica del NBM a la corteza interviene principalmente en

procesos de atencién méas que en aprendizaje.

4, El Condicionamiento Aversivo a Sabores (CAS).
4.1 El Cas como un paradigma de Aprendizaje.
E! aprendizaje en su definicibn méas sucinta es la generacion o modificacién de

representaciones internas de |a realidad basadas en la experiencia previa (Dudai,

1989). El aprendizaje asociativo as aquel en el que el arganismo aprende
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relaciones entre eventos de la realidad, estos eventos pueden ser estimulos o
acciones. Como se vera a continuacién el fundamento del Cas es precisamente la
asociacion entre un estimulo y una accidn. A saber, un sabor novedoso y el efecto
que este tiene en el estado interno del organismo.

Una de las caracteristicas mas impertantes en el mantenimiento de la homeéstasis
en los animales es la capacidad de éstos para seleccionar, a partir de las fuentes
disponibles de alimento, una dieta adecuada y balanceada que contenga los
nutrientes apropiados. En este sentido, es de vital impartancia fa utilizacién de la
experiencia previa para efectuar dicha eleccién. Ello es una demostracion
espectacular de la adaptacién a un ambiente en continuo cambio. Este rasgo es
fundamentaimente el principio a partir del cual surge el CAS, como un paradigma
en el cual el sujeto adquiere aversion a un sabor novedoso cuando su consumo &s
sequido de un malestar interro.

Dicho malestar interne puede ser producido de varias formas, entre eflas:
irradiacion con rayos Gama (Garcia 1955), irritacidn gastrica producida a partir de
la administracién de cierto agente irritante, usualmente LiCl {Bures et al,, 1988),
estimulacion por rotacion (Gallo et al., 1999), administracién de ciertos farmacos
como antetaminas y carbacaol (Bielavska y Bures, 1934) o incluso en humanos la
sugestion verbal (Garcia, 1985). Esta capacidad es de suma importancia en la
identificacion de sustancias toxicas que se encuentran en el ambiente.

Es claro que este fendmeno es sumamente complejo como para ser usade como
tal en andlisis de laboratorio. Con el fin de simplificarlo y facilitar su evaluacion
cuanlitativa la innovacién en la dieta es restringida a un solo sabor novedoso

cuando la comida a la que habituaimente esta acostumbrado el sujeto no esta

17




disponible {Garcia y Koefling, 1966). En el experimento estandar las ratas son
adaptadas a un régimen de privacién de liquidos durante la mayor parte del dia y
entrenadas a consumir su racién de agua en un periodo de 15 minutos diarios a
una misma hora. Posteriormente se le presenta al animal el sabor novedoso (por
ejemplo sacarina o sal) disuelto en agua, y se registra el volumen consumido para
su posterior comparacion con la linea de consumo asintética de los dias previos.
Este sabor novedoso funge como estimulo condicionade (EC) que es apareado
horas después con el malestar gastrico (estimulo incondicionado-El) y que
produce una serie de sintomas caracteristicos del envenenamiento (respuesta
incondicionada-RI). Después de un periodo, usualmente marcado por & namero
de dias necesarios para reestablecer el nivel de consumo de agua previo a la
adquisicion, se expone al individuo de nuevo al estimulo condicionado {(es decir el
sabor), lo que revela un marcado decremento en el consumo del fluido respecto de

la primera exposicién {respuesta condicionada-RC) (Bures 1997}(Fig. 3).

Pese a que frecuentemente se piensa en el CAS como uno mas de los muchos
condicionamientos clasicos, este no cabe en dicho rubro, dado que el CAS es
perfectamente factible sin una respuesta incondicionada identificable. Por ejempio:
fa radiacién gamma produce efectos aversivos apropiados sin mostrar émesis o
cualquier otra conducta identificable con la RI. Asi pues, lo que distingue al CAS
de los condicionamientos clasicos es que la RC es parte de! repertorio de
respuestas provocadas en la modalidad sensorial para el EC, en este caso el
gusto. Aunque la respuesta es apropiada para e! El, en el que el malestar

frecuentemente produce decrementos en el consumo de comida, el decremento
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no es general, sino que es especifica al EC. La RC no es similar a la respuesta
provocada por el EC antes del condicionamiento, sino mas bien opuesta. Por lo
que el El no actda como un provocador de las principales caracteristicas de la RC.
Lo que en realidad hace es cambiar la respuesta provocada por el EC de una
forma (ingestiva) a otra {aversiva) (Chambers,

1990). Asi pues, la asociacidn entre el sabor novedoso y el malestar posibilita un
cambio en el valor heddnico de una determinada substancia (Kiefer, 1985).

El CAS se caracteriza por dos principios generales que lo diferencian de los
paradigmas tradicionales de aprendizaje: la capacidad de establecer el
aprendizaje aun cuando el intervalo de tiempo entre CS y el US pueda ser de
varias horas (Garcia, 1985) y la sobresaliente persistencia del aprendizaje
después de un solo apareamiento entre lo ingerido y el malestar del organismo
{Chambers, 1990}.

El CAS es un fenbmeno ampliamente observado en todo tipo de animales: pese a
que la divergencia entre invertebrados y vertebrados ocurrié hace 500 millones de
afios, existen ejemplos caracterizados en ambos grupos con rasgos casi idénticos.
En realidad adn no tenemos suficientes datos que determinen, con toda precision,
si estos paralelismos se deben a que es un rasgo ancestral que ha sido heredado
de manera homdloga a través de la filogenia de los animales; ¢ por el contrario —y
mas probablemente— ha evolucionado en mdltiples ocasiones, y lo que
observamos son las convergencias de dicho fendémeno evolutivo. Cualquiera que
sea el patrdn, la universatidad del proceso sugiere la importancia que reviste este
proceso en la sobrevivencia de 10s organismos y por tanto su posible valor

adaptativo.
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Figura 3. Los sujetos son adaptados a un régimen de privacién de liquidos
durante la mayor parte del dia y entrenadas a consumir su racién de agua en un
periodo de 15 minutos diarios a una misma hora (linea base). Posteriormente se le
presenta al animal el sabor novedoso (por ejemplo sacarina o sal) disuelto en
agua y después de 15 minutos se le administra al sujeto intraperitonealmente un
irritante gastrico (LiCl}, este es el proceso de adquisicidn del aprendizaje. Durante
la prueba se registra el volumen consumido del sabor a prueba para su posterior

comparacién tanto con el consumo de la adquisicion, como con (a linea de

consumo de los dias previos.
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4.2, El sustrato neuronal.

Durante el CAS la informacion gustativa, en primer lugar, es llevada
principalmente por dos nervios craneales: el facial (VIl) y el glosofaringeo {1X), con
una pequena contribucién det vago (X). Todas estas fibras convergen tanto en la
porcién anterior como en la regién rostral del Nicleo del Tracto Solitario (NTS);
que también recibe informacién tanto del tracto gastrointestinal por medio del
vago, como del Area postrema (AP), que es sensible a las toxinas transportadas
por via sanguinea; y del sistema vestibular (que es sensible a la nausea causada
por movimiento). El Ndcleo Parabraquial Pontino (PBN) medial es el siguiente
relevo en la transferencia de la informacién a partir del NTS, este nucleo presenta
comunicacion directa con la Cl (Lasiter ef al,, 1982) y el AP. A partir de aquila
informacién diverge en dos cursos: el PBN manda proyecciones a las estructuras
ventrales del cab como el nicleo central de la amigdala (que parece que también
recibe proyecciones del NTS}, el hipotalamo lateral, la substantia innominata, y al
nucleo de la base de la estria terminalis (BNTS). Por otro lado una segunda
proyeccion parte al nicleo ventroposteromedial del talamo (VPMpc). Fibras del
VPMpc proyectan a la neocorteza gustativa {GN), en particular a la corteza insular
(Cl), que en la rata se encuentra localizada en el aspecto anterolateral de la
corteza. La Cl finalmente proyecta en vias descendentes al VPMpc, la amigdala
central, PBN y NST (Chambers 1980).

El malestar producido por el agente inductor es canalizado en dos formas: a través
de las aferentes vagales que transmiten el efecto del malestar gastrico a la regién

caudal del NTS; alternativamente, la toxina puede ser absorbida por medio de la
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sangre, €n cuyo caso es detectada en e! Area Postrema {AP), que proyecta
finalmente al NTS, de ahi la informacion se encausa al PBN y a la corteza Cl. En
el caso del LiCl no esta bien claro ei proceso mediante ef cual produce el malestar,
al parecer utiliza ambas vias: la sanguinea— siendo captado en el AP—y la
canalizada por irritacién gastrica a través de las aferencias vagales.

Hay un acuerdo generalizado acerca de que el primer punto en que se da fa
integracién de la informacién gustativa y las senales viscerales tiene lugar en el
NTS, y que la expresion conductual de la adquisicion y retencién del Cas requiere
de la participacién de las estructuras del cab, asi como de la Cl (Bures et af,,

1997) (Figura 4).
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Aferentes
viscerales
espinales

Ruta vascular

Figura 4. Representacion de las vias viscerales y gustativas en las ratas.
Abreviaturas (AM} amigdala, (CB} cerebelium, (CTZ) quimioreceptor de la zona de
disparo, (CX) corteza, (GNC) Neocorteza gustatoria, {IC) capsula interna, {LH)
hipotalamo lateral, {LRF) formacion reticular iateral, (ML) lemniscus medio, (NTS)
Ndacleo del tracto solitario, (OB) Bulbo olfativo, {OFC) neocorteza orbito-frontal,
(PP) conteza prepinforme, (PTA) area pontinua det gusto, (Sl substantia
innominata, (ST) nucleus subtalamico, (VB) complejo ventrobasal talamico

(Modificado de Kiefer, 1985)
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4.2.1. La corteza insular (Cl): integracion de alto nivel.

La corteza insular en la rata es definida como un area que se extiende en la
direccion rostrocaudal de la corteza frontal fateral a la corteza perirhinal; y del
limite ventral de la corteza somatomotora a la corteza piriforme en la direccién
dorsoventral. La localizacidn particular de la Cl asi como sus conexiones sugieren
fuertemente que esta regién cerebral juega un papel importante en la integracion
y posiblemente en el almacenamiento de |a informacion visceral y sensorial. Las
conexiones que pueden ser importantes para el procesamiento de aprendizaje
incluyen: la amigdala, el nicieo dorsomedial del talamo vy la corteza prefrontal
{Bures et al., 1998). Se sabe que Ja inactivacidn reversible de la Cl afecta la
adquisicion del aprendizaje aversivo como del laberinto de agua (Bermudez et al.,
1991b). Por otro lado, una gran cantidad de reportes subrayan la importancia de la
Cl en la asociacion de los distintos aspectos relacionados con 1a informacién
gustativa (Aggleton et al., 1981; Nachman y Ashe, 1974, Kiefer, 1985), mas no en
la respuesta hed6nica a nuevos sabores. Asi pues las ratas lesionadas en Cl
muestran danos en la adquisicion y retencion de los estimulos gustativos, pero
responden normalmente en la deteccion de dichos estimulos. Es decir: son
incapaces de cambiar e} valor hedénico de un determinado sabor que es seguido
por un malestar sistémico (y por lo tanto no pueden aprender), pero si pueden
evadir los sabores naturalmente aversivos y responder a los naturalmente

heddnicos (Kiefer, 1985).




4.2.2. Otros sistemas de neurotransmisién.

Cabe mencionar que recientemente Berman et al. (2000) analizaron el efecto de
varios sistemas de neurotransmisién, encontrando que varios de ellos son
necesarios para consumar el CAS. Sin embargo, existen diferencias en la
especificidad de efectos sobre la memoria. Una gran variedad de receptores en la
Cl, entre ellos; glutamatérgicos, adrenérgicos, colinérgicos, dopaminérgicos, y
gabaérgicos son necesarios para la adquisicién del CAS. Sin embargo, los
receptores a GABA y AMPA son también indispensable durante la evocacion,
sugiriendo un papel importante en la integracion de la informacién necesaria para

le CAS

5. Amigdala, NBM y CAS: una confusién prometedora

La “amigdala” o “el complejo amigdalino” es un sistema al que se le describe como
una region altamente diferenciada proxima al polo temporal de los hemisferios
cerebrales (Swanson y Petrovich, 1998). Clasicamente, se le divide en dos grupos
principales: uno, filogenéticamente mas antiguo, compuesto por los nicleos
medial, central y cortical; y otro, de aparicién mas reciente comprendido porios
nucteos basal y lateral (Bures et al., 1997). Sin embargo, existe la opinién de que
la amigdala en su conjunto no es una unidad anatémica ni funcional, sino que es
una serie de estructuras sumamente heterogéneas que pertenecen a distintos
sistemas funcionales {Swanson y Petrovich, 1998). Lo anterior resuita de la
evidencia electrofisioldgica y clinica que muestra a todas luces lo inadecuado de

26




dicha clasificacién (Richardson, 1973). Sea como fuere, la amg es una de las
estructuras del cab cuya participacidn en el aprendizaje emocional y de regulacion
de los procesos de atencién ha sido ampliamente verificada {Gallagher y Holland,
1994). Esta bien establecido que las lesiones del complejo amigdalino interrumpen
la adquisicién de una amplia variedad de tareas, particularmente aquellas que
involucran una motivacion aversiva (Bermadez, 1991). Con respecto al CAS, se
observé desde los primeros estudios que las lesiones de tipo electrolitico
{Aggleton et al., 1981; Fitzgerald y Burton, 1983), y de remocion tisular (Nachman
y Ashe,1974; Kolb et al., 1977; Fitzgerald y Burton, 1983) de la amigdaia
basolateral {ABL) afecta la adquisicién del CAS. Recientemente se verificd que el
mismo efecto tiene fa ablacién funcional (Roldan y Bures, 1994). Por otro lado, hay
evidencia que relaciona la adquisicién del CAS con la presencia de ciertas
proteinas involucradas en el aprendizaje como la CREB {Lamprecht et al., 1997) y
la proteina kinasa C (Yasoshima y Yamamoto 1997). Con respecto a fas lesiones
excitotdxicas la informacién es mas contradictoria: existen reportes en que se
establece que la aplicacion de IBO ¢ NMDA no danan la adquisicidn del CAS,
aunque si lo logra et dano electrolitico (Dunn y Everitt, 1988; Chambers 1990;
Bermudez, 1991). Esto puede deberse, como lo sehala Fitzgeral y Burton(1983), a
que ias lesiones excitotécicas no danan las fibras de paso, mientras las lesiocnes
electroliticas si lo hacen. Sin embargo, Yamamoto (1993, 1991,1994) y Morris
{1999) encuentran a partir de lesiones excitotéxicas con IBO en {a ABL que se
afecta la adquisicién del CAS, por otro lade ia amigdala central y lateral no parece
tener influencia en este aprendizaje (Galaverna et al., 1993; Yamamoto et al.,

1995). Lasiter (1985) concluye exactamente lo contrario, pues en sus
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experimentos con excitotoxinas la amigdala central y lateral parecen jugar un
pape! importante en el CAS, mientras la ABL no parece ser crucial para este
aprendizaje.

Como podemos observar la informacién que emerge a partir de {as lesiones
excitotdxicas es mas bien contradictoria. Las diferencias en estos resultados
podrian ser el reflejo de la aplicacién de distintas excitotoxinas y procedimientos
experimentales (Bures, 1997). Ello es probable, pues como ya fue analizado
existen estructuras como el NBM en que distintas excitotoxinas tienen diferentes
efectos sobre el aprendizaje.

Por otro lado, aunque el papel que juegan los distintos tipos celulares del NBM en
procesos de aprendizajes no ha sido esclarecido, la mayor parte de las veces los
efectos negativos en el aprendizaje de las lesiones excitotéxicas en el NBM han
sido atribuidos a la deaferentacion colinérgica hacia la corteza; es decir al dafio en
las células colinérgicas que inervan a la corteza. En particular, en el CAS existe
evidencia de que lesiones con NMDA en el NBM interrumpen la capacidad para
adquirir el aprendizaje de aversién a sabores {LOpez Garcia, 1993; Gutiérrez,
1999). Varios estudios comparan los efectos entre el Quis y el 1BO y/o NMDA
inyectados en el NBM y muestra que los dltimos dos producen mayores darnos en
aprendizaje a pesar de que los deterioros en la ChAT cortical son similares para
las tres excitotoxinas {Connor, 1991; Dunnett et al, 1987; Evenden et al., 1989;
Riekkinen et al., 1991), es decir: no hay correlacién entre el dafo conductua! y el
deterioro colinérgico cortical.

Adicionaimente, Boegman (1992a} encontrd que el IBO y el NMDA aplicados en el

NBM, destruyen las conexiones colinérgicas a la corteza y a la amigdala en una
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magnitud equiparable; mientras que el Quis y el AMPA, danan preferentemente a
la aferencia cortical, pero no la aferencia a la amigdala. Es Beninger (1994) quien
ademas de consolidar el hecho de que et Quis y el 1BO danan de forma
equiparable la ChAT cortical y el IBO afecta mas ta ChAT amigdalina, verifica que
esta Ultima excitotoxina produce mayores efectos en el laberinto en Y. Estos dos
altimos reportes sugieren un importante papel de la conexién colinérgica NBM-
Amg en e} aprendizaje.

Para poner a prueba esta hipdtesis Mallet (1995) usa ptalico, un compuesto que
previamente habia mostrado una mayor selectividad que e! Quis para lesionar (a
via NBM-Amg, los resultados indican que es el ptalica el que tiene mayores
efectos deletéreos en el laberinto en Y.

El corolario de estos estudios puede enunciarse de la siguiente forma: diferentes
excitotoxinas cuando son inyectas en el NBM afectan diferencialmente las
proyecciones colinérgicas a la corteza y la amigdala, y aquellas excitotoxinas que
producen los mayores danos en el aprendizaje producen el mayor decremento en
la ChAT amigdalina (Tabla 1) (Beninger 1994). Esta conclusién parece ser
apoyada por un estudio reciente en que se administra escopolamina en fa

amigdala produciendo deterioro en el faberinto en ¥ (Ingles, 1993).
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Toxina en |Dafo a via NBM- [Dafoa Via NBM- {Dafo en Tipo de aprendizaje

el NBM Amg Cl aprendizaje

1BO FA+ 4T PRF Alto Laberinto en agua ">,
radial de 8 brazos >,
radial de "6 brazos 7',
prevencion pasiva y
activa, laberinto en T

NMDA - 44+ 4 Alto CAS™, Taberinto en
agua®', prevencién
pasiva y activa, laberinto
en T

Quis + ++++++++ + |Nulo Prevencién pasiva .
laberinto en Yg,

AMPA, + +++++++++ |Nulo Laberinto en Y>

Ptalico Frt b P+ + Alto Laberinto en Y& .

+

Tabla I. Como puede observarse aquellas toxinas que danan preferentemente la
via NBM-Amg son las que producen deterioros en el aprendizaje.

El hecho de que lssicnes en g NBM con NMDA afecten el CAS y que lesiones con

1g5 no reproduzcan esos efectos (Gutiérrez, 1999), aunado a la importancia que

parece tener la via NBM-Amg en procesos de aprendizaje, pone de relieve la

importancia de exptorar la via -NBM-Amg como una via efectiva de procesamiento

del CAS, alternativa a la NBM-CI.
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Objetivo General

Caracterizar el papel tanto de la via NBM- Cl como de [a via NBM-Amg-Cl en (a

modulacién del Candicionamiento Aversivo a Sabores.

Objetivos particulares.
1) Caracterizar el efecto de la lesion excitotéxica en la Amg en el CAS.
2) Caracterizar el efecto de la lesién inmunotéxica en el NBM en el CAS.
3) Caracterizar el efecto de las lesiones simultdneas: excitotoxica en la

amigdata e inmunotéxica en el NBM, sobre el CAS.
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Planteamiento del problema.

A partir de las siguientes premisas:
a} Las lesiones con NMDA en la Cl impiden la adquisicion en el CAS.
b) Las lesiones en el NBM mas especificas para la via colinérgica NBM-Cl
{IgS, AMPA, Quis) no causan deterioro en el aprendizaje.
) Las excitotoxinas aplicadas en el NBM que si producen efectos en el
aprendizaje son las que mas danan la via NBM-Amg (IBO, NMDA).
d) Algunos reportes muestran que las lesiones en Amg daiian el CAS
e) La Amg y ia Cl estan comunicadas reciprocamente
Se puede suponer que las vias NBM-CJ y NBM-Amg-Cl constituyen vias discretas
distintas para el procesamiento del aprendizaje. Ambas vias son susceptibles de
ser exploradas con el fin de evaluar la contribucidn de cada una de ellas en el

proceso de la adguisicion def CAS,

Hipotesis
Las vias ascendentes NBM-Cl y NBM-Amg-Cl constituyen vias discretas distintas
que tienen un efecto independiente sobre el procesamiento det CAS.

Par lo tanto, ambas vias son susceptibles de ser exploradas con ¢! fin de evaluar

la contribucion de cada una de ellas en el proceso de la adquisicion del CAS.
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Con este marco se pueden establecer las siguientes predicciones:

= Sila via NBM-Amg-Cl es la (inica necesaria para fa adquisicion del CAS,
entonces lesiones excitotéxicas en Amg deben impedir el aprendizaje.
* Siel CAS es dependiente de la via cofinérgica NBM-C| entonces la IgS en el
NBM debe impedir el aprendizaje.
« Sininguna de las dos vias anteriores es crucial para ef aprendizaje, la (nica
forma de explicar que ias lesiones excitotdcicas con NMDA en el NBM impidan
el aprendizaje, es suponer que se trata de un sistema redundante entre ambas

vias.
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Materiales y Métodos

Se utilizaron 49 ratas de la cepa Wistar con un rango de pesc de 250-300 gramos.
Las ratas fueron colocadas en cajas individuales y mantenidas en un ciclo
constante de 12 horas de luz/oscuridad. Todas las manipulaciones conductuales
fueron hechas en el ciclo de luz.

Procedimientos Quirirgicos.

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (65 mg/Kg) v
colocados en un aparato estereotaxico. Las lesiones fueron realizadas por medio
de la inyeccién de toxinas a través de una aguja dental calibre 30, conectada a
una tuberia de tefién unida a una microjeringa de vidrio de 10 ut mortada en una
bomba de microinyeccion. Todas las lesiones siguieron las coordenadas indicadas
por Paxinos y Watson (1986). El protocolo de lesiones se detalla a continuacién.
Diseno Experimental.

Se formaron 6 grupos con distintos tratamientos: uno de ellos recibié infusiones
bilaterales de NMDA en el NBM (n=8): exNBM. A otro se le aplicaron
bilateralmente inyecciones de IgG-saporina (n=8) en el NBM: inNBM. Un tercer
grupa, exAM, recibié infusicnes bilaterales de NMDA en la amigdala basolateral
(n=8). En otro se lesiond al NBM con IgS y simultdneamente a 1a amigdala con
NMDA (n=8): inNBM-exAM. Un quinto grupo recibié inyecciones bilaterales de
sustancia vehiculo tanto en el NBM como en la amigdala {(n=7): CNBM-AM. Un
altimo grupo permanecié sin operarse como grupo control intacto(n=9):INT.

(Tabla 1i}.
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Tabla 1. Diseno experimental, En fa primera columna se muestran los grupos gue
son denominados con dos componentes: la particula en minisculas dencta el tipo
de lesidn (excitotdxica o inmunotdxica), la particula en maydsculas indica la

estructura tesionada (NBM o AMG)

Grupo n | Toxina Coordenadas
Anteroposte Lateral Dorso-
rnor ventral
inNBM 8 . 1gS -0.8 =25 -7.5
exNBM 8 | NMDA -0.8 2.5 7.5
iNNBM- | 8 igs- -08,-18 | +25,+47 | -75-08
exAM NMDA
exAM 8 | NMDA -1.8 +4.7 -0.8
CNBM-AM| 7 -- -0.8,-1.8 +25, 247 -7.5,-0.8
INT 9 --

Después de un pericdo postoperatorio de dos semanas todos los animales fueron
sujetos a un entrenamiento de CAS siguiendo el siguiente protacolo.
Procedimiento de CAS.

Dos semanas después de la cirugia todos los animales fueron privados de agua
durante 24 horas. Posteriormente se les permitié beber agua cada 12 horas por 156
minutos, ¥ se les midié el consumo. Cuando alcanzaron un nivel asintotico en el
consumo, se efectud la adquisicion con el sabor novedoso: sacarina disuelta en
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agua (1g/l). Quince minutos después se les indujo malestar gastrico
administrandotes LiCl intraperitonealmente (.15 M; 7.5 ml/kg}. Los siguientes tres
dias se les dio agua insabora durante los 15 minutos reglamentarios. Después, a
manera de prueba se les dio a los sujetos agua con sacarina a la misma
concentracion que en la adquisicidn, y se les midié el consumo camo una

estimado de la fuerza de la aversidn.

Histologia.

Con ef objetivo de observar el efecto sobre la via NBM-Amg de las lesiones
inmunotdxicas y excitotéxicas en el NBM se llevé a cabo el siguiente protocolo.
Inmediatamente después del estudio conductual cinco animales de los grupos
control, lesidn intrabasal de NMDA e infrabasal de IgG- saporina fugron
seleccionados aleatoriamente. Los animales fueron perfundidos por medio
intrarterial con 100 ml de solucion salina (0.6%) y 100 ml de fijador
(paraformaldehido 49, glutaraldheido al 0.1%, en buffer fosfato 0.1 M). Después
fueron retirados los cerebros y de eflos se obtuvieron secciones coronales de 40
um. A estos cortes se les procesd en una histoquimica para acetil-colinesterasa.
Primero se les incubé una noche en un Buffer de acetato de sodio 50 mM;, pH 5.0,
4 mM de sulfato de cobre, 16 mM de glicina, 4 mM de acetilcolina yodada y .1 mM
de ethopropazina. Después de la incubacién, €l tejido fue sumergido en una
solucién reveladora (1% sulfuro de sodio) por 10 minutos.

Posteriormente se captaron imagenes por computadora para la ABL usando una

camara DDC acoplada aun microscopio de luz. Después de la segmentacion
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automatica de ia ABL, se obtuvo el color medio de la densidad de la ABL usando
una escala de grises de 256 niveles. Se analizaron seis secciongs bilaterales a
través de la ABL. Ei valor promedio de la media de grises entre {as secciones fue
determinado para cada cerebro.

Las células colinérgicas basales se tifien intensamente para acetilcolinesterasa vy
muestran una recuperacion particularmente répida de la actividad enzimatica
después de la administracion del inhibidor irreversible di-isopropilflucrofosfato
(DOFP). Este procedimiento revela faciimente los somas colinérgicos del cab y sus
procesos proximales. Por lo tanto se ust este método para verificar el efecto de
las lesiones en el sistema colinérgico NBM-CI. Tres animales de cada uno de los
tres grupos mencionados fueron sujetos a este procedimiento. El régimen de DFP-
colinesterasa fue ejecutado, conforme al procedimiento de Bigl (1982}, de la
siguiente manera: los animales fueron inyectados intramuscularmente con 1.8
mg/kg de DFP dos horas antes de la perfusidn, Una vez que se obtuvieron los
cerebros y fueron cortades, las secciones fueron sometidas al proceso normal de
acetilcolinestarasa ya detallado.

De los grupos INT e in NBM se tomaron cortes con el fin de realizar
inmunohistoquimicas para el receptor de NGF p75. Estas se realizaron usando el

protocolo estandar ABC avidina-biotina (Hsu et af., 1981).
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Resultados.
Condicionamiento Aversivo a Sabores.
Para establecer la comparacion en el consumo de liguidos entre grupos se utilizé
la ANOVA. Para ios andlisis Post-hoc, se utilizé 1a prueba de Fisher. Durante la
etapa de Iinea base no se encontraron diferencias entre los grupos (F5.42=0.57).
El consumo medio de linea base fue de: 14.94+0.69, 15.84+1.23, 14.87=0.61,
17.2521.0, 17.55+1.21, y 17.4720.52 para cada uno de los siguientes grupos: INT,
iNNBM, exAM, inNBM-exAM, exNBM y CNBM-AM. Tampoco durante la
adquisicion se encontraron diferencias entre los grupos (Fs.42=0.66; p>0.05).
Sin embargo, durante la presentacion del sabor novedoso en la prueba se
encontraron diferencias significativas entre los grupos, lo que indica que algunos

grupos aprendieron y otros no (Fis «2-19.38;p<0.001} (figura 5)

38




140 —

120 ] I i

100 T
80

60 ]

Consumo de sacarina
(% de linea base)

40_ I

20 |

- T T T —r

exAM INT  exNBM inNBM- inNBM CNBM-
exAM AM

Fig. 5.Diferencias durante la prueba ente los diferentes grupos. Como puede
observarse los grupos exNBM y inNBM-exAM son fos que no aprendieron, el resto
de los grupos muestran un CAS normal.

La prueba post hoc de Fisher muestra que los grupos que fueron lesionados con
NMDA en el NBM (exNBM) y simultaneamente con IgS en el NBM y NMDA en Ia
amg (inNMB-exAM) sufrieron un efecto negativo en la adquisicion del CAS. Lo
anterior se infiere a partir de su aito nivel de consumo cuando se les compara
tanto con el grupo intacto (INT) como con el control de vehiculo (CNBM-AM). Los
grupos lesionados en el NBM con IgS {(inNBM) y en la amg con NMDA (exAM)

tuvieron un nivet de consumo estadisticamente indistinguible de los controles tanto

intactos como vehiculo.

Verificacidn de las lesiones.
Todas las lesiones en el NBM efectuadas tanto con NMDA como con IgS fueron

verificadas por medio de DFP-colinesterasa. La destruccion especifica de las
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células colinérgicas con p75, causada por la infusion de IgS fue verficada por
inmunohistoequimica p75 (figura 5: A,D). La correcta lesién por medio de NMDA en
el NBM y la ABL fue verificada por medio de histoquimica de colinesterasa { Figura

6: B,E,C,F)
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Figura 6 Confirmacion de ias lesiones. En A una inmunohistoquimica de! NBM
contra p75 muestra las células colinérgicas que son inexistentes en el individuo
con la lesidn de 1gS: D. En B una tincion para AChE muestra la ABL de un control
gue conlrasta con la lesién con NMDA en esta estructura (E). En C se observamos
una tincidn para AChE una colinesterasa en el NBM en un control versus un sujeto
lesionado con IgS (F). La barra representa 600 pm.
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La comparacion de los efectos de lesiones en el NBM por NMDA e IgS sobre la
ABL, fue efectuada mediante la comparacion de dichos grupos con el control en fa
tincién de colinesterasa. La siguiente tabla muestra las diferencias que se
encontraron en la tincion amigdalina, entre los animales con lesiones de NMDA en
comparacidn a los controles (F12= 8.83 p <0.01). Sin embargo, dichas
diferencias con respecto a los controles no se observan en los sujetos lesionados
en el NBM con ig$S {figura 7), corroborando lo observado por otros autores

(Heckers, 1994, Heckers 1994, Mallet 1995).

Anélisis de densidad de color de fibras positivas para AChE en ABL

CTR Igs EXNBM W

198+1-08.75 196.304+/-5.67 1565+1-8.11 ‘

Tabla 3. Como podemos observar fa densidad en amigdata es menor en los

individuos lesionados excitotdxicamente en el NBM.




Figura 7. En A, B y C observamos un ensayo de AChE en &) NBM en individuos
control, IgS y exNBM; las correspondientes fotografias de la amigdala se observan
en |la misma secuencia inferior (D,E y F). Mientras que la 1gS no daé la via NBM-
Amg (dada Ia tincién en amigdala), la lesidn excitotéxica si dana esta via , dado
que la Amg resulta negativa para esta tincion. La barra representa 200 pm.
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Resumen de resultados

A partir de la evidencia previa y de los resultados obtenidos en este trabajo
podemos elaborar la siguiente tabla con el fin de visualizar mejor las
caracteristicas del sistema.

Tabla 4. Efectos de los distintos tipos de lesiones en el CAS

Lugar de Lesion Tipo de lesidn Vias Danadas Aprendizaje
{Selec.Ach)

Corteza Insular (NMDA) | Generalizada No

NBEM (NMDA) Generalizada NBM-CI; NBM-ABL No

NBM (IgS) Especifica NBM-CI Si

Amigdala (NMDA) Generalizada Amg-Cl Si

NBM {195)-Amg(NMDA) | Especifica/ Generalizada | NBM-Cl; NEM-Amg-Cl | No

Como podemos observar la corteza insular parece ser el punto de convergencia
de las dos vias NBM-Cl y NBM-Amg-Cl. Si la via colinérgica que parte del NBM a
la Ci fuera crucial para el aprendizaje, la lesion especifica de esta via deberia
causar deterioros en el CAS; dado que estos no se observan, descartamos el
hecho de que esta via sea indispensable para poder consumar el CAS. Al parece
fa ABL al igual que en otros reportes, tampoco tiene efectos sobre el CAS; por lo
que al parecer el relevo amigdalino es también prescindible en la consumacién del
CAS. El hecho de que las iesiones generalizadas en el NBM con NMDA cause
deterioros en el aprendizaje parece ser atribuible a que dana simultaneamente las
dos vias ascendentes. Ello es verificade por el hecho de que las ratas que fueron

lesionadas simultdneamente en el NBM de forma especifica para la via colinérgica
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{IgS) ¥ en forma generalizada para la Amigdatla (NMDA), sean las unicas que
repiten el patron de deterioro observado en las lesiones excitotoxicas del NBM, La
conclusién por lo tanto es gue la informacion necesaria para el CAS es llevada por
las dos vias y es procesada de forma redundante a través de la vias NBM-Cl y
NBM-Amg-Cli, sin que ninguna de ellas sea estrictamente imprescindible en la

consumacion del CAS. En 1a figura 8 se esquematiza el modelo que proponemos:

Fig. 8

A) Durante la lesion especifica para la
via colinérgica del NBM a la Ci, no se
observan efeclos sobre el Cas, pues la
informacién es conducida por medio de
fa amigdala (Estimulo gustativo:EG).

8) Durante la lesidn excitotéxica con
NMDA en la ABL no se observan
efectos sobre el Cas, pues la
informacién es conducida por medio
de la via colinérgica NBM-CI
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CD
/ C) Durante la iesion excitotoxica en
el NBM realizada con NMDA se
T afectan las dos vias NBM-ABL y
NBM-CI, por lo que el CAS se ve
afectado.

EG

D) Durante la lesién simultanea de

T la via colinérgica del NBM ataCiy
de la ABL, se anulan ambas vias

de procesamiento, por lo que el

T CAS no puede efecluarse.
[ ean_|

EG

46




Discusion.
El Cergbro Anterior Basal —en particutar el NBM-— es sin lugar a duda una de las
estructuras que mas influyen en ia asociacion de varias tareas de aprendizaje.
Paralalamente, se sabe que la corteza insular es una estructura involucrada en el
proceso de asociacién del CAS, pues existe evidencia de que la lesidn excitdtoxica
impide la adquisicion de este aprendizaje. En efecto, tanto en la corteza insular
como en la amigdala se han identificado procesos celulares fuertemente
relacionados con el CAS, principaimente con la percepcion del estimulo novedoso;
entre estos procesos estan: la activacidn de la PKC, la transcripcion génica
mediada por cAMP, vy la fosforilacion de receptores dependientes de NMDA, esto
sugiere que ambas estructuras son importantes en la expresion del CAS.
De tal forma que nos encontramos con un sistema de tres componentes, cuyas
interacciones con respecto al CAS no han sido suficientemente exploradas, pero
que en principio plantea un escenario en que la Cl tendria el papel de integrar y
asociar la informacion proveniente de las vias ascendentes NBM-Amg-Cl y NBM-

Cl, como se muestra en la figura 9.

Fig. 9
AMG NBM
‘_.—.-.
_—— —
Via ascendente NBM-Ci Via ascendente NBM-Amg-ClI
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Tradicionalmente se ha pensado que el hecho de que las lesiones excitotéxicas en
el NBM produzcan deterioros en el aprendizaje se debe al dafo en el sistema
colinérgico que parte de este sistema e inerva a la CI. Sin embargo, partiendo del
heche de que nosotros corroboramos que una destruccion generalizada del NBM
a partir de lesiones excitotdxicas (NMDA) produce deterioros graves en el CAS, y
que dichos efectos no logran reproducirse cuando se efectdan lesiones
especificas para la via colinérgica que conecta el NBM y Ia Cl (IgS); sugerimos,
que esta via podria no ser tan relevante para la consumacion del CAS. Ello,
concuerda con la literatura reciente, en que se comparan [os efectos de otras
excitotoxinas con la inmunctoxina. A saber, en realidad no hay ni un solo
paradigma de aprendizaje —probado hasta ahora— que se vea afectado por
lesiones especificas del sistema colinérgico del NBM. Asimismo, recordemos que
las excitotoxinas que mostraban una mayor selectividad para esta via (AMPA,
Quis) no lograban efectos parecidos a otras excitotoxinas de caracter mas
generalizado (IBO,NMDA).

Ante esta disyuntiva surgen dos posibilidades: el deterioro observado en las
lesiones excitotéxicas mas que deberse la dario en [a via colinérgicas se debe al
dafo en otras poblaciones celulares no colinérgicas, entre ellas células
gabaérgicas y del palido ventral. ¥ alternativamente este dafo podria atribuirse al
darnio en las células que parten de! NBM e innervan la ABL.

Como sabemos existe evidencia contradictoria sobre el papel que juega la ABL en
el aprendizaje. Sin embargo Boegman y su grupo (1992 a, 1994) logran establecer
que precisamente aquellas excitototxinas que inyectadas en el NBM afectan

preferentemente la via NBM-Amg (IBO, NMDA, Ka), son las que producen mas
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deterioros a nivel de aprendizaje. Por lo tanto la exploracién de dicha via alterna
fue una de las prioridades del presente trabajo. Sin embargo, en este trabajo
observamos que las lesiones excitotdxicas en la Amg tampoco afectan ai CAS. La
conclusién que estos sugiere es que esta via tampoco es critica para ia
consumacion de este aprendizaje.

Asi pues, nosotros hallamos que ninguna de las dos vias exploradas pueden por
sf mismas dar cuenta del CAS. La resolucién de este problema emerge del hecho
de que los individuos con lesiones dobles, es decir tanto especificas para la via
calinérgica NBM-CI, como generalizada para la via NBM- Amg-ClI, tienen una
disrupcién del CAS atin més pronunciada que ia observada con las lesiones
excitotdxicas en el NBM. La conclusién es inmediata: se trata de un sistemna
redundante en el que ninguna de las vias citadas es indispensable para la
consumacion del CAS, sino que ambas son equivalentes por lo menos a nivel
funcional.

Sin embargo, no podemos excluir el hecho de que un pequeiic vestigio de
actividad colinérgica, aun existente después de la lesién con IgS en el NBM sea
suficiente para que pueda darse el aprendizaje. De medular importancia se vuelve
¢l tratar de esclarecer cual es papel que juega 1a conexién colinérgica entre la
amigdala y el NBM. Asi como también precisar el papel de la Ach que se libera
durante el CAS por las neuronas colinérgicas basales en la Cl. Dado que este pico
de acetilcolina no es imprescindible para el aprendizaje es probable que tenga
otras funciones. De forma relevante se le ha involucrado en la identificacién de un

estimulo novedoso, lo que conforma una hipodtesis bastante probable. Todos estos
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50N aspectos que nos ayudarian a precisar la funcion de las dos vias que inervan

la corteza, y que necesitan una exploracion mas detallada.

Por otro lado en lo que respecta a ia hipdtesis colinérgica de la memoria, en
principic este trabajo propone una revaloracion del fenémeno. Para ser concretos
recordemos uno de los postulados de dicha hipétesis enunciado por Bartus:

La disrupcion artificial de las funciones colinérgicas centrales en sujetos jovenes
deben inducir deterioros conductuales que mimeticen las pérdidas cognitivas que
se encuentran en individuos viejos.

Por lo menos en este caso, este postulado parece no cumplirse, ya que la
disrupcion especifica de la via colinérgica NBM-CI en individuos jovenes no
produjo dafios en el aprendizaje. Sin embargo, en general ain no conocemos la
actividad de la via colinérgica del NBM a la amigdala. Ni tampoco el efecto de un
posible vestigio de acetilcolina proveniente dif NBM en la corteza. Por lo que en
realidad no podemos descartar el hecho de que el papel de la acetilcolina en este
aprendizaje sea vital para su consumacidn, si bien es cierto que posiblemente este
mas involucrada en otros fendmenos, como la identificacion de sabores

novedosos, mas que en el aprendizaje per se.
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Conclusiones

Las conclusiones de los experimentos se enumeran a continuacion:

* Lalesidn excitotoxica en el NBM impide el aprendizaje del CAS.

+ Lalesién inmunotdxica en el NBM no impide el aprendizaje del CAS.

* Lalesion excitotoxica en la amigdala no impide el aprendizaje del CAS.

* Lalesién simuitdnea del NBM inmunotoxicamente y de la amigdala

excitotdxicamente impiden el aprendizaje del CAS

A partir de lo anterior se puede inferir lo siguiente:

* Nila via colinérgica NBM-CI, ni la via NBM-AMG-CI son indispensables para el

aprendizaje del CAS.

* Ambas vias son redundantes en la transmisién de la informacién que permite el

estabiecimiento del CAS
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