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RESUMEN

Evidencias experimentales sefalan la participacion de los receptores nicotinicos
neuronales sobre la consolidacion de la memoria en la prueba de evitacion pasiva. Uno de
los farmacos empleados para tal fin es dihidro-p-eritroidina (DHBE), que presenta afinidad
tanto a receptores a7 como a receptores a4B2, sin embargo, se ha encontrado otro
farmaco con una afinidad siete veces mayor al subtipo de receptor nicotinico a4p32,
llamado erisodina. Con ayuda de estos farmacos, se evalud el efecto del bloqueo de
receptores a7 y a4f32 del hipocampo ventral sobre el aprendizaje de evitacion. Por lo que
grupos independientes de ratas macho Wistar (n=10) fueron sometidos a cirugia
estereotaxica implantandoles céanulas bilaterales dirigidas al hipocampo ventral (AP=5.1,
ML=4.8, V=7.4). Después de ocho dias de recuperacion, los animales recibieron
microinyecciones de nicotina (2.0, 3.0, 4.0 pg/pL/min), DHBE (2.0, 4.0 pg/pL/min),
erisodina (1.0, 2.0 pg/uL/min) y el grupo control recibié 1.0 pL/min de solucién salina.
Justo quince minutos después de la infusiébn de los farmacos los animales fueron
entrenados en la caja de evitacion, recibiendo un choque eléctrico de 0.75 mA. Una
retencién inmediata se evalué a los 30 minutos del entrenamiento (memoria a corto plazo)
y otra, 24 horas post-entrenamiento (memoria a largo plazo). Las latencias de adquisicién,
escape y retencién fueron analizadas con la prueba de Kruskal-Wallis; en todas las
comparaciones p<0.05 fue considerada para indicar significancia estadistica. Los
resultados evidenciaron que los alcaloides DHBE vy erisodina deterioraron el aprendizaje
de evitacion, interfiriendo con la memoria de corto plazo (retencién a los 30 minutos) y la
memoria de largo plazo (retencién a las 24 horas). Por otro lado, una dosis de 2 pg/pL/min
del agonista colinérgico nicotina, ejerce un efecto ansiolitico, mientras que con 4.0
Ho/uL/min se evidencia no deterioro del aprendizaje. Los resultados sugieren que los
receptores nicotinicos a4p2 y a7 del hipocampo ventral participan en la modulacion del
aprendizaje de evitacion y la habilidad de erisodina para diferenciar la participacion de

receptores a4p2 en la memoria de largo plazo.

Xl
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INTRODUCCION

El sabio no dice lo que sabe, y el necio no sabe lo que dice...

La mayoria de los individuos del reino animal cuenta con un importante avance
evolutivo que les ha ayudado a adaptarse mejor a su medio: el aprendizaje. Los
animales filogenéticamente menos desarrollados poseen un repertorio conductual
limitado y responden reflejamente ante los cambios de la estimulacion circundante.
Aquellos que han logrado un mayor avance evolutivo cuentan, ademas, con
respuestas instintivas mas complejas que las reflejas; pero aun asi, sus patrones
de respuesta son restringidos y dificiimente pueden ser modificados. Los
organismos cuyo sistema nervioso es mas complejo, son capaces de modificar
sus reacciones de un momento a otro en una situacion determinada, dependiendo
del resultado de sus experiencias en la misma situacion o ante circunstancias

similares (Prado-Alcala, 1991).

APRENDIZAJE Y MEMORIA

De las diversas definiciones que se encuentran en la literatura sobre el
aprendizaje, aqui se describen algunas que permiten rescatar ciertos aspectos
relevantes. En 1934 Hunter, se refirid a este concepto sefialando “...podemos decir
gue se esta efectuando aprendizaje cada vez que la conducta muestra un cambio
progresivo o tendencia al repetirse la misma situacion estimulante y cuando el
cambio no puede ser explicado en virtud de la fatiga o de cambios efectuados en
el receptor y en el efector”; Wenger, Jones y Jones en 1956 se refirieron al
aprendizaje como “Todo lo que es mas que una modificacion transitoria de la
conducta y que es resultado de la experiencia pasada y no de algun cambio
organico conocido” (citados por Hilgard y Marquis, 1975). Otra propuesta es que

..el aprendizaje es el proceso mediante el cual las experiencias modifican

nuestro sistema nervioso y, por lo tanto, nuestra conducta...” (Carlson, 2004).
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Con estas definiciones se logran varias cosas: a) al limitar el aprendizaje a
cambios relativamente permanentes, se excluyen modificaciones de la conducta
debidas a factores de motivacion a la adaptacion sensorial 0 a la fatiga; b) al
sefalar que la practica, el entrenamiento o la experiencia son las condiciones
esenciales del aprendizaje, se excluyen cambios de la conducta que son resultado
de la maduracion, la senectud, o de variables fisioldgicas (Hilgard y Marquis,
1975). Finalmente, que las experiencias modifican el sistema nervioso y por lo

tanto la conducta.

TIPOS DE APRENDIZAJE

El aprendizaje asociativo implica el establecimiento de una asociacion entre un
estimulo y una respuesta, o entre dos estimulos. Los principales tipos de
aprendizaje asociativo son el condicionamiento clasico y el condicionamiento
operante o instrumental.

Condicionamiento Clasico: esta asociacion se establece entre dos
estimulos (respuestas tipicas).

Condicionamiento Instrumental: es la relaciéon entre una respuesta y un

estimulo concreto (conductas aprendidas).

Aprendizaje no asociativo, aqui se incluyen:
La habituacién- donde la respuesta desciende a un estimulo moderado.
Sensibilizacién- aqui la respuesta aumenta.
La impronta- que permite la adquisicion no espontanea de la conducta de
aproximacion y seguimiento ante un estimulo no concreto.

Ninguna de ellas depende de la asociacion entre dos estimulos.

Aprendizaje espacial es la percepcion de la localizacion espacial, es decir, nos
indica en donde estamos, este tipo de aprendizaje implica aprender las relaciones
existentes entre diversos estimulos, por ejemplo, la localizacion entre un par de

objetos.
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La memoria es la funcidon cerebral, resultado de conexiones sindpticas entre
neuronas, mediante las que el ser humano puede retener experiencias pasadas y
gue esta relacionada con los estimulos que recibe el individuo. En otras palabras,
para que un sujeto aprenda, se requiere que las experiencias del pasado se
almacenen de alguna forma, de manera que cuando se encuentren otra vez los
mismos estimulos, la reaccion a éstos fue determinada por lo que sucedi6 antes, a

esta capacidad de recordar se le ha llamado memoria.

TIPOS DE MEMORIA

James (1980) distinguia entre memoria primaria y memoria secundaria, las cuales
en 1958 Broadbent, atendiendo a su duracion denomindé memoria a corto plazo y
memoria a largo plazo respectivamente (en Everss, 2002).

La memoria a corto plazo (MCP) que es consecuencia de la simple excitacién de
la sinapsis para reforzarla o sensibilizarla transitoriamente, es decir, es un

recuerdo y/o reconocimiento inmediato de un estimulo.

La memoria a largo plazo (MLP) es la consecuencia de un reforzamiento
permanente de la sinapsis, ademas depende también de la activacion de ciertos
genes y sintesis de proteinas correspondientes.

Existen tres etapas entre el paso de la memoria de corto plazo a la memoria de
largo plazo que son:

La adquisicion que implica procesos sinapticos temporales

La consolidacion involucra cambios sinapticos desencadenados durante el
aprendizaje, y estos adquieren estabilidad y permanencia.

La evocacion es la recuperacion de los datos de esa memoria (MLP),

también llamada recuerdo, permite valorar el aprendizaje de una tarea aprendida.
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Atendiendo a su contenido o tipo de informacion almacenada la memoria se
clasifica en memoria declarativa y memoria no-declarativa (Thompson y .Kim,
1996 en Everss, 2002).

A) Memoria declarativa (explicita, intencional o relacional), éste tipo de memoria
Implica la asociacion de una serie de estimulos simultaneos acerca de una
situacion ocurrida en un tiempo y lugar determinados, su aprendizaje es rapido
pero no seguro. Algunos autores subdividen la memoria declarativa en memoria

episédica y memoria semantica, ambas sostenidas por estructuras diferentes:

La memoria episédica es necesaria para lo que sucede en un contexto
espacio-temporal concreto y que nos permite conservar experiencias personales y
hechos de nuestra vida.

La memoria semantica, hace referencia al conocimiento que se tiene del

mundo y de los acontecimientos.

B) Memoria no-declarativa (implicita, procedimental o incidental), éste tipo de
memoria es relativa a los procesos en los que se muestran habilidades y habitos,
asi como aprendizajes del tipo perceptivos 0 motor, su aprendizaje es lento, pero
mas seguro que la memoria declarativa, asi mismo, se acumula destreza y

automatizacion a través de ensayos reiterados.

La memoria del trabajo es el sistema responsable del almacenamiento temporal,
la activacion y el mantenimiento de la informacién, esencial para un amplio rango
de funciones cognitivas que incluyen la comprensién, el razonamiento y el
aprendizaje. Se ha sefialado a la memoria de trabajo como una especie de
memoria explicita a corto plazo, mientras que para otros, es un puente hacia la
memoria a largo plazo, independiente a la memoria a corto plazo (Baddeley, 1992
en Everss, 2002).

Algunos autores se refieren al aprendizaje y a la memoria como términos

4
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indistintos, pero otros sefialan la diferencia entre ambos. Los estudios sobre
aprendizaje hacen énfasis en la adquisicion de conocimiento y desarrollo de
nuevas conductas y los de memoria subrayan el papel de la retencién o recuerdo
de las conductas y otros eventos; la memoria se refiere a la persistencia del
aprendizaje en un estado que puede ser revelado un tiempo después (Squire,
1987). Sin embargo, es claro que para que el conocimiento se presente o0 se
manifieste, se tiene que hacer referencia tanto a la memoria como a los
mecanismos que permiten que la informacién se recupere; la memoria es la
prueba de haber aprendido, es el conocimiento de una experiencia pasada
(Sperling, 1964).

La formacion de estos procesos cognitivos requiere una serie de etapas
sucesivas: por un lado, recibir y codificar esa informacion que llega al almacén a
corto plazo (adquisicion), para después gradualmente poder almacenarla en la
memoria a largo plazo (consolidacién) y gracias a las etapas anteriores, acceder a
esa informacion mediante el recuerdo (evocacion), todas ellas relacionadas entre
si (Everss, 2002).

ESTUDIO DE LA MEMORIA Y EL CONCEPTO DE CONSOLIDACION

El primer experimento cientifico reportado acerca de la memoria fue el que realizo
Hermann Ebbinghaus, en donde abordé problemas de aprendizaje espaciado,
super-aprendizaje memoristico y describié las curvas de olvido y de ahorro de la
memoria en un paradigma de palabras sin sentido. Demostré que a pesar de que
la memoria es meramente una variable hipotética, cuya existencia se infiere a
través de la conducta, es susceptible de ser analizada experimentalmente, con

todo el rigor del método cientifico (Prado-Alcala et al., 2006).

A finales del siglo XIX, William James plante6 la existencia de dos tipos de
memoria: la primaria y la secundaria, que corresponden a las que hoy en dia se

conocen como memorias de corto y largo plazo (Prado-Alcala et al., 2006).

5
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A principios del siglo XX Georg Elias Miller y su alumno Alfonso Pilzecker
reportaron 40 experimentos realizados entre 1892 y 1900, para identificar las leyes
gue gobiernan la formacién y evocacion de la memoria. Propusieron el concepto
de consolidacion de la memoria y lo introdujeron a la literatura cientifica. Entre las
conclusiones méas importantes de su trabajo, estudios anteriores concluyeron que
la fijacion de la memoria requiere de tiempo (consolidacion) y que la memoria es

vulnerable durante el periodo de consolidacion (Muller y Pilzecker, 1900).

Afios mas tarde, Hebb propuso una hipétesis acerca de como se fortalecen
conexiones neuronales en el cerebro de los mamiferos. La idea es que si una
neurona estimula a otra neurona, y si la neurona estimulada también esta activa,
se producen potenciales de accion, entonces la fuerza de la conexion entre las
dos neuronas se incrementara, y viceversa, si una esta enviando y la otra no lo
esta haciendo, entonces la fuerza de la conectividad se disminuye. Este
mecanismo seria la base para la formacion de nuevas conexiones entre neuronas
que se activan como consecuencia de una experiencia de aprendizaje, que
subsecuentemente daria lugar a la memoria. Las ideas, hipétesis y resultados
experimentales de Ebbinghaus, James, Miiller y Pilzecker, y Hebb fueron un eficaz

fertilizante para el campo de estudio de la memoria (Prado-Alcala et al., 2006).

MODELOS EN EL ESTUDIO DE LA MEMORIA

En los trabajos dedicados al estudio del aprendizaje y la memoria se han
empleado diferentes procedimientos entre los que se encuentran el laberinto
radial, laberinto acuatico de Morris, la demora en la eleccion de objetos diferentes

a la muestra y el de evitacion pasiva también llamada de evitacion inhibitoria.
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EL PROCEDIMIENTO DE EVITACION INHIBITORIA EN EL ESTUDIO DE LA
MEMORIA'Y EL APRENDIZAJE

En la evitacion inhibitoria se condiciona al animal para que aprenda a evitar un
estimulo aversivo suprimiendo o inhibiendo una conducta particular (inhibir una
actividad innata a su especie o un habito adquirido). Durante el entrenamiento se
condiciona al animal para que en la prueba permanezca inmovil ante el estimulo
condicionado (luz y estimulos ambientales) consiguiendo asi que el estimulo

incondicional (choque eléctrico) no se presente.

La evitacion inhibitoria se emplea como modelo de memoria por diversos motivos
(Bures et al., 1983 en Everss, 2002):

» Su facil adquisicidon ya que se requiere de un unico ensayo, lo cual permite
el estudio de la memoria de trabajo (a los tres segundos), la memoria a
corto plazo (los eventos inmediatos al entrenamiento) y la memoria a largo
plazo.

» Permite precisar el momento de administracion en el que se podria influir en
la adquisicion de la experiencia, en la consolidacion, en la evocacion, asi
como el control exacto de presentacion del estimulo o el intervalo
entrenamiento-prueba.

» La conducta que se le pide al animal esta dentro de las pautas de conducta
propias de la especie.

» La evitacion inhibitoria es sensible a los deterioros derivados de la
inactivacion de determinadas areas o a la administracion de diversas
sustancias y a los provocados por otro tipo de dafio cognitivo, por ejemplo,

la edad.

El procedimiento de evitacion inhibitoria se realiza en una camara de acrilico
transparente dividido en dos compartimientos (Figura 1), uno con un piso que
consta de barras paralelas de acero inoxidable con 1.0 centimetro de separacion y

otro con una plataforma de acero inoxidable conectado a un estimulador de
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corriente, ambos separados por una puerta deslizable. La evaluacion se realiza en

dos etapas, la sesion de entrenamiento y la sesion de prueba.

Compartimiento Compartimiento
lluminado Oscuro

L]
1 4

: &
|~

)

Estimulador
de corriente

[ Sy | - SL W R

—
s e L

:d:—l-—'_-

ep O

Figura 1. Cadmara de evitaciéon inhibitoria (Esquema tomado de Martinez et al.,
2002).

En la sesién de entrenamiento se coloca al animal en un compartimiento bien
iluminado, poco tiempo después se abre una compuerta y se permite al animal la
entrada al compartimiento oscuro (de castigo) de la camara donde se suministra
un choque eléctrico. El tiempo que el animal tarda para cruzar del compartimiento

seguro al de castigo durante esta sesion se denomina latencia de adquisicién.

En la otra sesion llamada de prueba, que generalmente se realiza a las
veinticuatro horas, se procede de manera semejante que en la sesion de
entrenamiento, excepto que aqui se omite la presentacion del choque eléctrico;
durante esta sesidn se registra el tiempo que tarda el animal para cruzar del
compartimiento seguro al de castigo, y a este tiempo se le denomina latencia de

8
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retencion (Gold, 1986). Se esperaria que durante la sesion de entrenamiento el
animal asocie el compartimiento oscuro con el choque de tal manera que
colocandolo nuevamente en el compartimiento seguro de la camara, durante la
sesion de prueba, este evite recibir el choque, inhibiendo la respuesta de entrada
al compartimiento de castigo. Las latencias cortas son consideradas como
evidencia de amnesia, y las latencias largas como evidencia de retencion y
aprendizaje (McGaugh, 1973).

Entre las ventajas que presenta el entrenamiento de evitacion inhibitoria se
encuentran los siguientes: la respuesta es rapidamente aprendida, la memoria es
estable por un tiempo considerable después de entrenar a los sujetos, y los
resultados obtenidos son comparables a aquellos obtenidos usando otras tareas
como discriminacion visual, apetitivas, y de aversién al sabor entre otras. Puesto
qgue en los estudios encaminados a examinar los efectos de diversos tratamientos
sobre memoria, generalmente los animales —tanto experimentales como control
reciben el tratamiento poco después del entrenamiento, los efectos observados en
la sesion de prueba no pueden ser atribuidos a acciones del tratamiento sobre la
ejecucion sensorial 0 motora las cuales pueden influenciar el aprendizaje (Gold,
1986).

MANIPULACIONES FARMACOLOGICAS EN EL ESTUDIO DE LA MEMORIA

Diversos enfoques y metodologias han sido empleados en la investigacion del
aprendizaje y la memoria, entre ellos se encuentran las manipulaciones
farmacoldgicas que facilitan o deterioran estos procesos y pueden dirigirse de la

manera siguiente:

a) Cuando los estudios estan orientados a observar la adquisicion o el
aprendizaje, los tratamientos se administran antes del entrenamiento (pre-
entrenamiento), lo que altera el registro de la informacion permitiendo estudiar la

adquisicién y los procesos motores, motivacionales y preceptluales entre otros.
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b) Cuando el punto de interés es la memoria o el mantenimiento de la respuesta,
los tratamientos se administran después del entrenamiento (post-entrenamiento),

entonces se puede estudiar la consolidacion del aprendizaje.

c) Si la droga se administra antes de la prueba, entonces se estard evaluando el
proceso de recuperacion de la informacion (Kovacks y De Wied, 1994; McGaugh,
1966; 1989).

HIPOCAMPO, ACETILCOLINA'Y MEMORIA

La base neuronal de la memoria involucra la interaccion de diferentes areas del
cerebro, asi como un variado niumero de sistemas de neurotransmisores,
diversas investigaciones han indicado esta variabilidad entre las &reas del cerebro

y los neurotransmisores para la formacién de la memoria.

HIPOCAMPO

Con base en estudios de lesion, estimulacion y registro electrofisiolégico se
ha propuesto que el HC esta implicado en la adquisicién y consolidacion de una
representacion del medioambiente con base en estimulos espaciales, sensoriales,
configuracionales y temporales (O’Keefe y Nadel, 1978; Sutherland y Rudy, 1989;
Anagnostaras, Gale y Fanselow, 2001). En roedores, es una estructura clave para
la consolidacion de la memoria en tareas espaciales (Jarrard, 1993; Morris et al.,
1982) y de la conducta de rastreo olfatorio (Swason, 1983). También ha sido
asociado con tareas motivadas aversivamente, observandose que su lesion
produce un deterioro significativo en la retencion del aprendizaje de evitacion
inhibitoria (Bailey, Overstreet y Crocker, 1986; Black, Nadel y O’Keefe, 1977;
Thompson, 1978; Walsh et al., 1984).

10
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Aun cuando existen reportes indicando que tanto el hipocampo ventral (HV)
como el hipocampo dorsal (HD) estan implicados, aunque con diferencias, en la
adquisicidn, consolidacion y recuperacion de la memoria de la respuesta de
evitacion pasiva, Moser y Moser (1998) revisaron la evidencia anatomica y
conductual que indicaba que habia una diferenciacion funcional entre las
porciones dorsal (HD) y ventral (HV) del hipocampo de rata. Se ha propuesto que
el HV juega un papel mas relevante en conductas motivadas aversivamente (e.g.,
evitacion, condicionamiento de conducta de congelamiento, y ansiedad) debido a
sus densas conexiones anatomicas con estructuras subcorticales (hipotalamo,
amigdala y nucleo accumbens) implicadas en la defensa y emocion (Ambrogi et
al., 1997; Bast, Zhang y Feldon, 2001; Moser y Moser, 1998; Petrovich et al.,
2001); mientras que al HD se le atribuye un papel principal en el procesamiento de
memoria espacial (Eichenbaum, 1996; Moser y Moser, 1993; Lorenzini et al.,
1996). Otro estudio reciente ha destacado la participacion de los receptores
nicotinicos del hipocampo dorsal en la adquisicion, consolidacion y recuperacion

de la memoria de la tarea de evitacion inhibitoria (Barros et al., 2004).

ACETILCOLINA

Se reconoce que en el sistema nervioso central los neurotransmisores principales
son la acetilcolina (ACh), las monoaminas noradrenalina (NA), dopamina (DA) y
serotonina (5-HT). Sin embargo, pueden tener funcion de transmisor otras
sustancias como la histamina, algunos aminoacidos dicarboxilicos como L-
glutamico (Glu) y L-aspartico (Asp) y los aminoacidos monocarboxilicos acido y-

aminobutirico (GABA) y la glicina (Gli).

La acetilcolina (ACh) es el principal neurotransmisor secretado por los axones
eferentes del sistema nervioso central. Todos los movimientos musculares se
logran por la liberacion de acetilcolina. La ACh estd constituida por dos
componentes: la colina, sustancia derivada de los lipidos y el acetato. El acetato

no puede ligarse directamente a la colina; en lugar de ello, es transferido desde

11
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una molécula de acetil-coenzima A (CoA). La CoA es producida por las
mitocondrias, y participa en muchas reacciones del organismo. La ACh es
producida en presencia de la enzima colina acetiltransferasa (ChAT) y el ion
acetato es transferido de la molécula acetil-CoA a la molécula de colina, como se
muestra en la Figura 2, produciéndose una molécula de ACh y una de coenzima A
(Fox, 2003).

La ACh es degradada por la enzima acetilcolinesterasa (AChE), que esta presente
en la membrana postsindptica. La degradacion produce colina y acetato. Después
de que la ACh es degradada por la AChE en la membrana postsinaptica, la colina
retorna a los botones terminales por recaptacion, es decir es reciclada, donde de

nuevo se forma la ACh (Carlson, 2004).

@] Colina-acetiltransferasa O
I (CAT) I

CH3(|3 +HOCH,CH;'N (CH3); =———  CH3C —OCH,CH,"N(CHs); + CoA

CoA Colina ACh
Acetil-CoA

Figura 2. Sintesis de la acetilcolina (Lopez, 2007).

Cuando la acetilcolina se une a su receptor hace que, directa o indirectamente, se
abran las puertas reguladas quimicamente, lo cual produce distintas respuestas de
las células postsinapticas a la misma sustancia quimica y esto puede explicarse,
en parte, por el hecho de que estas distintas células tienen dos tipos diferentes de
receptores para la ACh los cuales se clasifican en funcion de su especificidad
hacia otras sustancias quimicas (Fox, 2003).

Distribucion de ACh en el SNC.- Neuronas que liberan este neurotransmisor se
elevan desde el cerebro anterior basal para inervar la corteza cerebral y el
hipocampo (Johnston, Mckinney y Coyle 1981; Lewis, Shute y Silver, 1967).

Ademas una proyeccion colinérgica reticular asciende desde el tallo cerebral para
12
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inervar varias estructuras del cerebro anterior incluyendo la corteza cerebral
(Hallanger y Wainer, 1988; Hoover y Jacobowitz, 1979). El nucleo caudado es rico
en acetilcolina y es el que posee la actividad de la colina-acetiltransferasa mas
elevada de todas las regiones cerebrales. La acetilcolina es liberada
espontaneamente desde la superficie del nicleo caudado, y dicha liberacién
aumenta por estimulacion eléctrica de baja frecuencia a nivel del nacleo central
anterior del tadlamo. El ndcleo caudado forma parte del sistema extrapiramidal, al
cual corresponde el control fino de la actividad muscular esquelética. Los
mecanismos colinérgicos del nucleo caudado guardan relacion con la enfermedad
de Parkinson. Algunas células talamocorticales son colinoceptivas, es decir,
extremadamente sensibles a la acetilcolina. Aproximadamente el 30% de las
neuronas estudiadas en el hipotalamo responden a la acetilcolina, con una
proporcién aproximadamente igual de efectos excitadores y efectos inhibidores.
Las neuronas que tienen sus cuerpos celulares en los nucleos supradpticos y
paraventricular del hipotalamo, y que acaban en la neurohipéfisis son estimuladas

por la acetilcolina y por anticolinesterasa.

Vias colinérgicas

Se ha propuesto que la mayoria de las vias colinérgicas podrian estar conectadas
mediante una red ascendente tegmental-mesencefalico-cortical (Bueno, Sabanes,
Salvador y Gascén, 1985). Especificamente, las vias colinérgicas en el SNC que
se encuentran fundamentadas son las siguientes: via dorso-tegmental, via ventro-

tegmental, via septo-hipocampal y corteza.

Via dorso tegmental.- Esta via se origina en el nicleo cuneatus de la médula y
proyecta a los coliculos de la region pretectal y a algunos ndcleos talamicos

incluyendo los cuerpos geniculados.

Via ventro tegmental.- Se origina en el tegmento ventral y sustancia nigra y envia

proyecciones al subtalamo, hipotalamo y areas basales del cerebro anterior.

13
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Via septo-hipocampal.- Esta es una via bastante bien definida que también ha
sido denominada sistema colinérgico basal del cerebro anterior, y se origina en los
cuerpos celulares del septum medial y en los nlcleos basales magnocelulares que
proyectan al hipocampo, corteza cerebral y mesencéfalo (Seiden y Dycstra, 1979).
Los nacleos magnocelulares corresponden al nicleo basal de Meynert en primates
y al globo palido ventral y sustancia innominada en ratas (Beart, 1984). Extensa

informacion indica que en el hipocampo los receptores son de tipo muscarinico.

Corteza.- Se ha sugerido que la corteza cerebral de los mamiferos se encuentra
inervada por fibras nerviosas colinérgicas que sugieren diferencias en la topografia
subcortical de las células colinérgicas. Se ha descrito que la corteza frontal recibe
aferencias colinérgicas del séptum ventro-medial; la corteza parietal recibe
aferencias de la sustancia innominada, del globo pélido ventral y del cingulo; y la
corteza occipital de neuronas de los nucleos de la banda diagonal de Broca (brazo

horizontal). Las vias colinérgicas se describen en la Figura 3.
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Figura 3. Vias colinérgicas en el cerebro (fomado de: Flores y Segura, 2005).

RECEPTORES COLINERGICOS

Existen dos tipos distintos de receptores de ACh, uno metabotropico, es decir, que

éste receptor esta asociado a proteinas G; y otro ionotrépico, que esta asociado a

canales ionicos. Estos receptores se identificaron cuando los investigadores

descubrieron que eran activados por compuestos diferentes. El receptor

metabotropico para ACh es estimulado por la muscarina, un compuesto que se

encuentra en el hongo venenoso Amanita muscaria. El receptor ionotropico para

ACh es estimulado por la nicotina, un compuesto que se haya en las hojas de

tabaco. Consecuentemente, estos dos receptores para ACh se denominaron

receptores muscarinicos y receptores nicotinicos, respectivamente (Carlson,

2004).
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Receptores muscarinicos.- Estdn formados por una sola subunidad que puede
unirse a la molécula de ACh, estos receptores no contienen canales idnicos. Los
canales i6nicos son proteinas distintas situadas a cierta distancia de los
receptores muscarinicos. La unién de la ACh (el ligando) al receptor muscarinico
hace que éste active un complejo de proteinas de la membrana celular
denominado proteinas G, asi llamadas porque su actividad depende de los
nucledtidos de guanosina (guanidin difosfoto, GDP y guanidin trifosfato, GTP)
(Fox, 2003).

Existen tres subunidades de proteina G, llamadas alfa, beta y gamma. En
respuesta a la unién de la ACh a su receptor, la subunidad alfa se disocia de las
otras dos subunidades, que se mantienen unidas para formar el complejo beta-
gamma. Dependiendo de cada caso especifico, la subunidad alfa o el complejo
beta-gamma difunden a través de la membrana hasta unirse a un canal iénico,
haciendo que se abra. Poco tiempo después, la subunidad alfa o el complejo beta-
gamma de la proteina G se separa del canal y regresa a su posicion anterior

(Figura 4), con lo que el canal ibnico se cierra (Carlson, 2004).
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Figura 4. Representacion de la estructura del receptor muscarinico, la activacion
de la proteina G y el flujo de iones a través del canal idnico (tomado de
www .javeriana.edu.co/.../receptores.htm).

Receptores nicotinicos.- Se encuentran formados por cinco subunidades
polipeptidicas que rodean al canal i6nico (Figura 5 y Figura 6). Dos de estas
subunidades contienen lugares para la unién de la ACh y el canal se abre cuando
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ambos lugares captan ACh. La apertura del canal permite la difusion simultanea
de Na" hacia el interior de la célula postsinaptica y la salida de K" al exterior (Fox,
2003). Existen dos subtipos de receptores nicotinicos (R-nic), los musculares y los

del sistema nervioso (SN).

e

lones | Neurotransmisor

(2] V ' Neurotransmisor

Canal abierto

lones cruzan la
membrang

Figura 5. Representacién de la estructura del receptor nicotinico y el flujo de iones
a través del canal idnico (tomado de www.javeriana.edu.co/.../receptores.htm).
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En el sistema nervioso central (SNC) los R-nic se localizan preferentemente en las
neuronas presinapticas, donde modulan la liberacién de neurotransmisores. Las
subunidades neuronales de los receptores acetil-colinérgicos (AChRs) estan
clasificadas como a (a2 - a10) y B (B2 - B4), y son las a4 y B2 las subunidades

predominantes en el cerebro (Figura 6).
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Figura 6. Diversidad de los subtipos de receptores acetilcolinérgicos (modificado

de Jensen 2004).
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RECEPTORES NICOTINICOS EN EL APRENDIZAJE Y LA MEMORIA

Los multiples subtipos de receptores nicotinicos neuronales muestran diferentes
propiedades, dependiendo de las subunidades que los forman y cada subtipo
puede presentar una distribucidon regional distinta, lo cual puede contribuir a
explicar su participacion en una diversidad de procesos fisiolégicos como la
memoria, la atencién, el aprendizaje, asi como en ciertas patologias como la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, esquizofrenia, ansiedad y
depresion, entre otros (Gotti y Clementi, 2004; Levin et al., 2006). El estudio de la
participacion de los receptores nicotinicos cerebrales en dichos procesos ha
requerido del empleo de diferentes farmacos, agonistas o antagonistas a esos
receptores.

Numerosos estudios en humanos, monos, conejos y roedores han evidenciado la
participacion de la ACh y de sus receptores en las funciones de memoria. Usando
diferentes estrategias metodoldgicas se han obtenido evidencias de mejora en la
memoria con la administracion de nicotina 0 sus agonistas, mientras que un
deterioro de memoria se ha hecho evidente cuando se administran antagonistas

nicotinicos.

Estudios histolégicos post mortem en personas que presentaron la enfermedad de
Alzheimer han revelado que hay pérdida tanto de la inervacion colinérgica de la
corteza cerebral y el hipocampo, asi como en el nUmero de receptores nicotinicos.
El receptor nicotinico que mas se pierde es el a4B2 y la subunidad o4 es la mas
afectada (Aubert et al., 1992).

Con respecto a la funcién del agonista nicotina en los procesos de aprendizaje, en
sujetos humanos fumadores y no fumadores, utilizando un disefio en doble ciego
con placebo y parches de nicotina, concluyeron que esta sustancia ayuda a
mejorar el rendimiento de una tarea que requiere la identificacion de cadenas de

tres consonantes (McClernon et al., 2003).
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En estudios con monos jovenes y adultos, con la administracion de nicotina, se
observo una mejora en el rendimiento de la tarea de demora en la eleccion de la
muestra. Esta tarea permite la medicion de habilidades pertinentes al
envejecimiento humano; una mejora se observo también cuando se repitio la
prueba a las 24 horas después de la dosis de nicotina ya que durante la prueba
los monos adultos no demoraron mucho con respecto a los monos jovenes

(Buccafusco y Jackson, 1991).

En experimentos con ratas se encontré6 que nicotina mejora el aprendizaje y la
memoria de una tarea de laberinto radial, este agonista fue eficaz de atenuar los
deterioros en la memoria como consecuencia de las lesiones en la via

septohipocampal o el envejecimiento (Levin, 1992).

Decker y colaboradores (1993) evaluaron los efectos de lobelina (agonista
nicotinico) en la memoria de una tarea de evitacion inhibitoria, donde la lobelina
administrada inmediatamente después del entrenamiento mejoro la retencion de la
tarea evaluada 24 h después. También lobelina mejoré la ejecucion de ratas con
lesién septal en una tarea de discriminacion espacial en el laberinto acuético
cuando se administré pre-entrenamiento. Los autores concluyen que los efectos
observados de la lobelina en tareas de aprendizaje y memoria pueden ser

similares a los de nicotina.

Usando pruebas de condicionamiento palpebral o de parpadeo en conejos, se
observé que tanto nicotina como dosis altas de GTS-21 (agonista selectivo de
receptores o7) invirtieron el efecto de mecamilamina (antagonista nicotinico)
administrada previo a la adquisicién de la respuesta condicionada (Woodruff-Pak
et al., 2003).

Por otro lado, la administracion de mecamilamina, antagonista de receptores
a3pB2, permitio evaluar la participacion de estos receptores en la adquisicion,
consolidacion y evocacion de una tarea de evitacion pasiva, asi como su efecto en
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memoria de corto y largo plazo (Barros et al., 2004); mientras que la
administracion intra-hipocampal de DHBE y metilicaconitina destacaron el papel
del blogueo de los receptores nicotinicos a4p2 y a7 respectivamente, en la
formacion de la memoria de trabajo, y evidenciaron que el hipocampo ventral es

un sito critico de la intervencion nicotinica para esta funcion (Felix y Levin, 1997).

El antagonista nicotinico DHBE permitid determinar la participacion del receptor
04p2 en la adquisicion, cuando DHBE se administro 15 minutos antes del
entrenamiento; en la consolidacion, cuando DHBE se administro inmediatamente
después del entrenamiento y la evocacion de memoria de corto y largo plazo,
cuando DHBE se administr6 15 minutos antes de la sesién de prueba (Barros et
al., 2004).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado lo anterior, en el laboratorio nos hemos ocupado del aislamiento, purificacion
y caracterizacion de los alcaloides presentes en semillas de Erythrina spp.
especificamente erisodina, con el fin de utilizarle como herramienta farmacolégica
en la caracterizacion de los receptores nicotinicos oa4p2. Asi, empleando el
procedimiento de evitacion inhibitoria y el laberinto T elevado, se han realizado
diversos experimentos encaminados a delimitar la funcién de los receptores
nicotinicos a4p2 del hipocampo, aplicando localmente el agonista nicotina, y
antagonistas nicotinicos como DHBE y erisodina (Flores, 2004; Lopez, 2007;
Garin-Aguilar et al., 2009). Inicialmente, usando el laberinto T elevado se evalud el
efecto de la administracion sistémica de erisodina o nicotina sobre memoria y
ansiedad. Posteriormente, dada la distribucion diferencial que los receptores
nicotinicos a4p2 presentan en el hipocampo, un estudio fue disefiado para evaluar
el efecto del bloqueo de los receptores a4p2 en la consolidacion de la memoria,
para lo cual DHBE vy erisodina, se infundieron en el hipocampo dorsal del cerebro
de rata justo después del entrenamiento de evitacion inhibitoria. Otro estudio
evaluo el efecto de estos mismos antagonistas sobre la consolidacion de la
memoria cuando estas sustancias se administraron en el hipocampo ventral
inmediatamente después del entrenamiento. Los resultados de estos estudios
indican que los receptores o432 de ambas regiones del hipocampo participan en
la consolidacion de la tarea aversiva. Sin embargo, es necesario realizar
investigaciones encaminadas a determinar la participacion de estos receptores en
otras etapas de la formacién de la memoria tales como la evocacion y la
adquisicion. Es por ello que en el presente trabajo se planteo el siguiente

objetivo.
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RECEPTORES NICOTINICOS EN EL APRENDIZAJE Y LA MEMORIA

Los multiples subtipos de receptores nicotinicos neuronales muestran diferentes
propiedades, dependiendo de las subunidades que los forman y cada subtipo
puede presentar una distribucidon regional distinta, lo cual puede contribuir a
explicar su participacion en una diversidad de procesos fisiolégicos como la
memoria, la atencién, el aprendizaje, asi como en ciertas patologias como la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, esquizofrenia, ansiedad y
depresion, entre otros (Gotti y Clementi, 2004; Levin et al., 2006). El estudio de la
participacion de los receptores nicotinicos cerebrales en dichos procesos ha
requerido del empleo de diferentes farmacos, agonistas o antagonistas a esos
receptores.

Numerosos estudios en humanos, monos, conejos y roedores han evidenciado la
participacion de la ACh y de sus receptores en las funciones de memoria. Usando
diferentes estrategias metodoldgicas se han obtenido evidencias de mejora en la
memoria con la administracion de nicotina o0 sus agonistas, mientras que un
deterioro de memoria se ha hecho evidente cuando se administran antagonistas

nicotinicos.

Estudios histolégicos post mortem en personas que presentaron la enfermedad de
Alzheimer han revelado que hay pérdida tanto de la inervacion colinérgica de la
corteza cerebral y el hipocampo, asi como en el nUmero de receptores nicotinicos.
El receptor nicotinico que mas se pierde es el a4B2 y la subunidad o4 es la mas
afectada (Aubert et al., 1992).

Con respecto a la funcidén del agonista nicotina en los procesos de aprendizaje, en
sujetos humanos fumadores y no fumadores, utilizando un disefio en doble ciego
con placebo y parches de nicotina, concluyeron que esta sustancia ayuda a
mejorar el rendimiento de una tarea que requiere la identificacion de cadenas de

tres consonantes (McClernon et al., 2003).
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En estudios con monos jovenes y adultos, con la administracion de nicotina, se
observo una mejora en el rendimiento de la tarea de demora en la eleccion de la
muestra. Esta tarea permite la medicibn de habilidades pertinentes al
envejecimiento humano; una mejora se observo también cuando se repitio la
prueba a las 24 horas después de la dosis de nicotina ya que durante la prueba
los monos adultos no demoraron mucho con respecto a los monos jévenes

(Buccafusco y Jackson, 1991).

En experimentos con ratas se encontré6 que nicotina mejora el aprendizaje y la
memoria de una tarea de laberinto radial, este agonista fue eficaz de atenuar los
deterioros en la memoria como consecuencia de las lesiones en la via

septohipocampal o el envejecimiento (Levin, 1992).

Decker y colaboradores (1993) evaluaron los efectos de lobelina (agonista
nicotinico) en la memoria de una tarea de evitacion inhibitoria, donde la lobelina
administrada inmediatamente después del entrenamiento mejoro la retencion de la
tarea evaluada 24 h después. También lobelina mejoré la ejecucion de ratas con
lesién septal en una tarea de discriminacion espacial en el laberinto acuético
cuando se administré pre-entrenamiento. Los autores concluyen que los efectos
observados de la lobelina en tareas de aprendizaje y memoria pueden ser

similares a los de nicotina.

Usando pruebas de condicionamiento palpebral o de parpadeo en conejos, se
observé que tanto nicotina como dosis altas de GTS-21 (agonista selectivo de
receptores o7) invirtieron el efecto de mecamilamina (antagonista nicotinico)
administrada previo a la adquisicién de la respuesta condicionada (Woodruff-Pak
et al., 2003).

Por otro lado, la administracion de mecamilamina, antagonista de receptores
a3pB2, permitio evaluar la participacion de estos receptores en la adquisicion,
consolidacion y evocacion de una tarea de evitacion pasiva, asi como su efecto en
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memoria de corto y largo plazo (Barros et al., 2004); mientras que la
administracion intra-hipocampal de DHBE y metilicaconitina destacaron el papel
del blogueo de los receptores nicotinicos a4p2 y a7 respectivamente, en la
formacion de la memoria de trabajo, y evidenciaron que el hipocampo ventral es

un sito critico de la intervencion nicotinica para esta funcién (Felix y Levin, 1997).

El antagonista nicotinico DHBE permitid determinar la participacion del receptor
04p2 en la adquisicion, cuando DHBE se administro 15 minutos antes del
entrenamiento; en la consolidacion, cuando DHBE se administro inmediatamente
después del entrenamiento y la evocacion de memoria de corto y largo plazo,
cuando DHBE se administr6 15 minutos antes de la sesién de prueba (Barros et
al., 2004).
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JUSTIFICACION

Es claro que hasta el momento, el estudio de la participacién del receptor ouf, en
los procesos de aprendizaje y memoria, se ha venido determinado utilizando el
antagonista competitivo DHBE, el cual tiene el inconveniente de que también se
une competitivamente a receptores o332 y es 10-50 veces menos potente a a3p4
y a7 (Chavez-Noriega et al., 1997; Harvey et al., 1996, en Sharples y Wonnacott,
2001).

Debido a que hasta el momento, no se han encontrado antagonistas mas
selectivos a los receptores o4B2 no es posible descartar totalmente la
participacion de otros subtipos de receptores nicotinicos sobre una funcion

especifica estudiada, en nuestro caso en los procesos de memoria y aprendizaje.

En afos recientes, Decker y colaboradores (1995), realizaron un estudio donde
evidenciaron que erisodina, otro alcaloide aislado de plantas del género Erythrina

presenta mayor afinidad al receptor nicotinico a4p2, que su andlogo DHBE. Estos
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autores destacan la importancia de erisodina como una herramienta util para la

caracterizacion de este subtipo de receptor neuronal.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado lo anterior, en el laboratorio nos hemos ocupado del aislamiento, purificacion
y caracterizacion de los alcaloides presentes en semillas de Erythrina spp.
especificamente erisodina, con el fin de utilizarle como herramienta farmacoldgica
en la caracterizacion de los receptores nicotinicos a4p2. Asi, empleando el
procedimiento de evitacion inhibitoria y el laberinto T elevado, se han realizado
diversos experimentos encaminados a delimitar la funcion de los receptores
nicotinicos a4p2 del hipocampo, aplicando localmente el agonista nicotina, y
antagonistas nicotinicos como DHBE y erisodina (Flores, 2004; Lo6pez, 2007;
Garin-Aguilar et al., 2009). Inicialmente, usando el laberinto T elevado se evaluo el
efecto de la administracion sistémica de erisodina o nicotina sobre memoria y
ansiedad. Posteriormente, dada la distribucion diferencial que los receptores
nicotinicos a4p2 presentan en el hipocampo, un estudio fue disefiado para evaluar
el efecto del bloqueo de los receptores a4p2 en la consolidacion de la memoria,
para lo cual DHBE vy erisodina, se infundieron en el hipocampo dorsal del cerebro
de rata justo después del entrenamiento de evitacion inhibitoria. Otro estudio
evaluo el efecto de estos mismos antagonistas sobre la consolidacion de la
memoria cuando estas sustancias se administraron en el hipocampo ventral
inmediatamente después del entrenamiento. Los resultados de estos estudios
indican que los receptores o432 de ambas regiones del hipocampo participan en
la consolidacion de la tarea aversiva. Sin embargo, es necesario realizar
investigaciones encaminadas a determinar la participacion de estos receptores en
otras etapas de la formacion de la memoria tales como la evocacion y la
adquisicion. Es por ello que en el presente trabajo se planteo el siguiente

objetivo.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la participacion de los receptores nicotinicos a4p2 del hipocampo ventral

de rata en el aprendizaje de una tarea de evitacion inhibitoria.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Evaluar el efecto de los antagonistas erisodina y DHBE en la memoria de
corto y largo plazo de una tarea aversiva cuando se administran antes del
entrenamiento.

» Evaluar el efecto del agonista nicotina en la memoria de corto y largo plazo

de una tarea aversiva cuando se administra antes del entrenamiento.

HIPOTESIS

Si los receptores a4p2 del hipocampo ventral participan de manera significativa en
el aprendizaje de evitacion, la administracién pre-entrenamiento de erisodina,
antagonista con mayor selectividad a dicho receptor, producird mayor deterioro en
la retencion de la tarea, comparado con el efecto de DHBE, antagonista de menor

afinidad a estos receptores.
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MATERIALES Y METODOS

Sujetos
Se utilizaron ratas adulto macho de la especie Rattus norvegicus de la cepa Wistar
(250-300g), los cuales fueron proporcionados por el bioterio del Instituto de
Neurobiologia y mantenidos en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala. Los animales fueron mantenidos en cajas individuales con un periodo de
luz-oscuridad de 12 horas y libre acceso a comida y agua. Todos los experimentos

se llevaron a cabo entre las 11:00 y las 16:00 horas.

Cirugia
Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sddico (45 mg/Kg, i.p.) y con la ayuda
de un aparato estereotaxico se les colocaron un par de canulas dirigidas al
hipocampo ventral con coordenadas Bregma: AP -5.1; ML +4.8; H -7.4, utilizando
el atlas de Paxinos y Watson (1986). Toda la investigacion se condujo observando
las regulaciones establecidas en la Norma Oficial Mexicana para el uso y cuidado
de animales de laboratorio, NOM-062-Z00-1999.

Manipulacion
Después de la recuperaciéon de la cirugia, los animales fueron manipulados
durante tres dias consecutivos y previos a la sesion de entrenamiento. La
manipulacion tuvo como finalidad que el animal se habituara al manejo del
experimentador, y evitar interferencias al momento de la evaluacién conductual

misma que ocurrié al octavo dia de la cirugia.

Aparato y Procedimiento
Durante el entrenamiento los animales fueron colocados dentro del
compartimiento iluminado de la camara de evitacién inhibitoria, después de diez
segundos la puerta que divide los dos compartimientos se abrié y se permitié al
animal el paso al compartimiento obscuro. Se registré la latencia de adquisicion

(tiempo en segundos que el animal tardé en pasar del compartimiento seguro al de
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castigo. Inmediatamente después de que el animal cruzé y colocd sus cuatro
patas sobre el piso del compartimiento no iluminado, se cerré la puerta y recibié un
choque eléctrico inevitable en las patas (0.75 mA/5 segundos). Después del
suministro del choque, la puerta que separa los compartimientos se reabrid y se
registro la latencia de escape (tiempo en segundos que el animal tardé en regresar
al compartimiento seguro de la camara). Treinta segundos después los animales
fueron retirados de la camara y colocados en su caja y regresados al cuarto del
bioterio. La memoria de corto plazo fue evaluada 30 minutos después,
procediendo de manera semejante a la sesion de entrenamiento, sélo que en esta
ocasion no se suministré el choque eléctrico y se registré la latencia de retencién
(tiempo en segundos que el animal tardé en pasar del compartimiento seguro al de
choque haciendo un corte arbitrario a los 600 segundos). Para el registro de la
memoria de largo plazo, todos los animales fueron sometidos a una segunda

retencion 24 horas después del entrenamiento.

Farmacos y Procedimiento de infusion
Quince minutos antes del entrenamiento, los farmacos se aplicaron bilateralmente
usando dos jeringas Hamilton de 10 pL acopladas a una bomba de infusion
continua (WPI modelo sp200i). Las jeringas estaban unidas a través de un tubo de
polietileno a inyectores construidos con aguja de acero inoxidable. En el momento
de la infusién, los inyectores se introdujeron en las canulas para administrar en el
hipocampo ventral a grupos independientes de ratas (n=10) uno de los siguientes
tratamientos: erisodina (aislada de semillas de E. herbacea) 1, 2 pg/uL; DHBE
(Sigma) 2, 4 ug/uL; bitartrato de nicotina (Sigma) 2, 3, 4 ug/pL que fueron disueltos
en solucién salina. Un grupo control recibié solucion salina al 0.9% y en todos los

casos la velocidad de infusion fue de 1 pL/min.

Perfusion
Una vez terminada la fase conductual, todos los animales fueron sacrificados con
una sobredosis de pentobarbital sédico y perfundidos intracardialmente con

solucion salina isotonica seguida de formaldehido al 10%, utilizando una bomba
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de infusién (Modelo Manostat) con una velocidad de 48 RPM. Una vez terminada
la perfusion, se obtuvieron los cerebros y se almacenaron en frascos viales con

solucién de formaldehido al 10%.

Histologia
Para verificar el sitio a donde llegé la punta de los inyectores se realizd el estudio
histolégico. A los cerebros se les hicieron cortes coronales de 60 micras de
espesor que se fijaron en portaobjetos y fueron tefiidos con la técnica de Nissl. El
andlisis microscopico permitié descartar del analisis estadistico aquellos animales

cuyas puntas de inyector no se encontraron en la estructura.

Anélisis estadistico
La utilizacion de un corte arbitrario a los 600 segundos durante la retencion, hace
necesaria la utilizacion de estadisticos no paramétricos, por lo que las latencias de
adquisicién, escape y retencion fueron analizados con la prueba de Kruskall-Wallis
y como prueba post hoc la de U-Mann Whitney (p<0.05). En los casos donde el
andlisis lo requirié se uso la prueba de Wilcoxon. Todos los andlisis estadisticos se
realizaron con el programa SPPS version 15.

A continuacién, en la Figura 7 se muestra un diagrama de flujo de la metodologia

donde de manera general se muestran las etapas seguidas en la realizacion de

este estudio.
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Figura 7. Diagrama de la Metodologia seguida en este estudio.
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RESULTADOS
Lo que reposa detras y al frente de nosotros son pequefios detalles en comparacion a lo

que reposa dentro de nosotros...

Histologia

La ubicacion de la punta de los inyectores fue verificada histolégicamente y de los
104 animales sometidos a la cirugia, se eliminaron 33 porque la punta de los
inyectores no llego a regidn en estudio, hipocampo ventral coordenadas a partir de
Bregma: AP -5.1; ML +4.8; H -7.4 (Figura 8).

Figura 8. Lamina del Atlas de Paxinos mostrando los sitios de ubicacion en el
hipocampo ventral de rata a donde deben llegar las puntas de los inyectores
(Bregma: AP -5.1; ML £4.8; H -7.4).

Efecto de nicotina en la latencia de adquisicion y escape con el agonista

nicotina (Entrenamiento)

En el condicionamiento de evitacion inhibitoria, al analizar las latencias de

adquisicién y escape obtenidas con la aplicacion del agonista nicotina en sus dosis
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2, 3y 4 pg/uL y salina 1 pl/min, la prueba estadistica de Kruskal-Wallis, no reveld
diferencias entre los distintos tratamientos durante la fase de entrenamiento:
Adquisicion [H(3) = 0.84, p = 0.84] y Escape H(3) = 1.451, p= 0.694 (Cuadro 1y
Figura 9). Estos resultados indican que con la administracion de cualquiera de las
tres dosis de nicotina (2, 3 y 4 pg/uL), los animales se comportaron de forma
semejante durante la primera exposicion a la camara y presentaron el mismo

comportamiento ante al choque eléctrico.

Ya que la administracién del agonista se llevé a cabo justo 15 minutos antes del
entrenamiento, y todos los grupos no fueron diferentes del grupo de animales que
recibio solucion salina, es evidente que nicotina no deterioré la actividad motora de
los sujetos y en consecuencia estas dosis (2, 3 y 4 pg/uL) de nicotina no

interfirieron con la ejecucion de la tarea.

Cuadro 1. Mediana de las latencias de adquisicion y escape de los tfratamientos
del agonista nicotina, obtenidas durante el enfrenamiento de evitacion inhibitoria
con un choqgue eléctrico de 0.75 mA.

. Medianas de la latencia
Tratamiento

Adquisicion (s) Escape (s)

Salina 1 pL/min 15.91 1.50
Nicotina 2 pug/uL 10.00 1.40
Nicotina 3 pg/puL 13.67 1.90
Nicotina 4 pg/uL 14.20 1.62

Nota. Los tratamientos salina (1 yL/min) y nicotina (2, 3 6 4 yg/ulL) se administraron justo 15
minutos antes del enfrenamiento.
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Figura 9. Mediana de las latencias de adquisicion y escape del agonista nicotina obtenidas durante la sesidn de
entrenamiento. Se evidencia que los animales desarrollaron una actividad normal durante su primera exposicion a la
camara (sesidn de adquisicion) y una reactividad similar al choque eléctrico (sesion de escape).
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Latencias de retencién de tratamientos con el agonista nicotina (Prueba)

En la sesion de prueba del condicionamiento de evitacion, al analizar los
resultados del efecto del agonista nicotinico, el estadistico de Kruskal-Wallis
mostré que se presentaron diferencias significativas entre los grupos en la
retencion inmediata (MCP evaluada a 30 minutos), H(3), p=0.016, asi como en la
retencidon evaluada a las 24 horas (MLP), H(3), p=0.0001 (Cuadro 2).

Cuadro 2. Mediana de las latencias de retencion inmediata (MCP) y retencion a
las 24 horas (MLP) con la administracion de diferentes dosis de nicotina (2, 3y 4
hg/uL) antes del entrenamiento de evitacion.

Retencion inmediata Retencion a las
(30 minutos) (MCP) 24 horas (MLP)

Tratamiento

Salina 1 pL/min 365.08 315.28
Nicotina 2 pug/pL 111.55 = 56.82 *
Nicotina 3 pug/pL 276.20 153.45 =
Nicotina 4 pg/uL 329.51 260.87

Nota: La dosis de 2 ug/uL de nicotina ocasiond un significativo deterioro de la retencion
inmediata, que puede interpretarse como reflejo del efecto ansiolitico de las bajas dosis
de este agonista.

Las comparaciones a posteriori con el analisis U de Mann-Whitney indicaron que
la retencion inmediata (MCP) del grupo que recibié el tratamiento de nicotina 2
pg/uL fue significativamente menor con respecto al grupo control (p=0.010), al
grupo NIC3 (p=0.046) y al grupo NIC4 (p=0.019).

Con respecto a la retencion evaluada a las 24 horas (MLP), la prueba U de Mann-

Whitney revel6 diferencias significativas entre todos los grupos, excepto entre

NIC4 vs SAL (p=0.297). Los valores de significancia (p) entre los otros grupos
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fueron los siguientes: NIC2 vs NIC3 p=0.007, NIC2 vs NIC4 p=0.001, NIC2 vs SAL
p=0.001, NIC3 vs NIC4 p=0.005, NIC3 vs SAL p=0.007 (Figura 10).

Hay que recordar que los animales experimentales habian recibido el respectivo
tratamiento de nicotina 45 minutos antes del registro de la retencion inmediata, por
lo que cuando se evalud ésta, se encontraban bajo el efecto del farmaco. Estos
resultados muestran que la retencion inmediata no fue deteriorada con altas dosis
de nicotina (3 y 4 pg/uL), y que un deterioro en la MCP se evidencié solo con la
dosis mas baja (2 pg/uL). Asi, estos efectos de aparente deterioro de la MCP
pueden interpretarse como resultado de un efecto ansiolitico con la dosis baja de
nicotina, ya que esta dosis deterior6 las dos retenciones (MCP y MLP) mientras
que la dosis de 3 pg/uL solo deteriord la MLP y la dosis alta (4 ug/uL) no ocasioné

deterioro en ambas memorias.
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Figura 10. Latencia de retencion (mediana) del agonista nicotinico. Se observa que Nicotina interfirié con el aprendizaje
de la tarea de evitacién inhibitoria deteriorando la memoria de corto y largo plazo con la dosis baja (2ug/uL). La dosis de
3 ug/uL sélo deteriord la memoria de largo plazo. La dosis alta (4 ug/uL) no deteriord ambas memorias.
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Latencias de adquisicion y escape de tratamientos con antagonistas

nicotinicos (Entrenamiento)

En el condicionamiento de evitacion inhibitoria, al aplicar la prueba estadistica de
Kruscal-Wallis para analizar las latencias de adquisicion y escape obtenidas con la
aplicacion de los antagonistas nicotinicos DHBE en sus dosis 2 y 4 ug/uL o
erisodina en sus dosis 1y 2 pg/uL, asi como salina 1 pL/min, no revelo diferencias
entre los tratamientos en el entrenamiento (Cuadro 3 y Figura 11). Estos
resultados indican que con la administracion de cualquiera de los antagonistas
nicotinicos (DHPBE 2 y 4 ug/uL y de erisodina 1 y 2 pg/pL) los animales se
comportaron de forma semejante durante la primera exposicion a la camara y
presentaron el mismo comportamiento ante al choque eléctrico, por lo que a pesar
de que estos antagonistas se administraron antes del entrenamiento y los sujetos
se encontraban bajo el efecto de los farmacos, éstos no interfirieron con la

ejecucion de la tarea.

Cuadro 3. Mediana de las latencias de adquisicidon y escape de los tfratamientos
de antagonistas nicotinicos, obtenidas durante el entrenamiento de evitacion
inhibitoria con un choque eléctrico de 0.75 mA.

_ Medina de la Latencia
Tratamiento

Adquisicion (s) Escape (s)

Salina 1 pL/min 15.91 1.50
DHBE 2 pg/pL 13.85 1.80
DHBE 4 pg/uL 13.43 1.60
Erisodina 1 pg/uL 15.88 1.54
Erisodina 2 pg/uL 16.60 1.27

Nota: Los tratamientos salina (1 uL/min), dihidro-p-eritroidina (2 & 4 ug/ulL) y erisodina (1 6 2
Hg/ul) se administraron justo 15 minutos antes del entrenamiento.
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durante la sesidn de entrenamiento. Se evidencia que los animales desarrollaron una actividad normal durante su
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escape).
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Latencias de retencién de tratamientos con antagonistas nicotinicos
(Prueba)

Durante la sesion de prueba, el efecto de los antagonistas nicotinicos, analizados
con el estadistico de Kruscal-Wallis muestra diferencias significativas entre los
grupos, tanto en la retencién evaluada a los 30 minutos, como a la evaluada a las
24 horas (Cuadro 4 y Figura 12).

Por lo que respecta a la retencién inmediata (MCP), las comparaciones a
posteriori con el andlisis U de Mann-Whitney indicaron que, todas las dosis de los
dos antagonistas estudiados, DHPE y erisodina provocaron una significativa
disminucién en la retencion inmediata con respecto a del grupo control, por lo que
todas las dosis de los antagonistas deterioraron la MCP (DHBE4 vs SAL p=0.0001,
DHBE2 vs SAL p=0.001, ERISODINA2 vs SAL p=0.001; ERISODINA1 vs SAL
p=0.0001). Sin embargo, las comparaciones dentro de los mismos antagonistas
muestran efectos diferenciales, ya que aunque 4 pg/uL de DHBE deterioraron la
MCP, el deterioro con esta dosis fue menor al ocasionado con dosis mas bajas de
DHBE (2 pg/pL), asi como con las dosis de erisodina aplicadas en este estudio
(DHBE4 vs DHPE2 p=0.001, DHPE4 vs ERISODINA2 p=0.0001, DHBE4 vs
ERISODINA1 p=0.0001).

Por otro lado, al comparar las latencias de retencion, evaluadas durante la sesion
de prueba, realizada a las 24 horas, con el grupo control el estadistico U de Mann-
Whitney mostré que todas las dosis de DHBE y erisodina deterioraron la MLP
siendo la significancia la siguiente: DHBE4 vs SAL p=0.0001, DHBE2 vs SAL
p=0.001, ERISODINA2 vs SAL p=0.001, ERISODINAL1 vs SAL p=0.0001). Este
estadistico también revelé6 que no hubo diferencias significativas entre las dos
dosis de erisodina (1 y 2 pg/uL) y tampoco entre las dos dosis de DHBE (2 y 4
pg/uL); sin  embargo, las latencias de retencion con erisodina fueron

significativamente menores a las obtenidas con las dosis del antagonista DHBE
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(DHBE4 vs ERISODINA2 p=0.009, DHBE4 vs ERISODINA1 p=0.000, DHBEZ2 vs
ERISODINA2 p=0.019, DHBE2 vs ERISODINA1 p=0.014).

Estos datos evidencian que los antagonistas estudiados deterioraron la MLP, sin
embargo, es contundente que el deterioro ocasionado por las dosis de erisodina

fue mayor que el deterioro producido con las de DHBE.

Cuadro 4. Mediana de las latencias de retencion (Sesion de Prueba) de la
memoria de corto plazo (MCP) y la memoria de largo plazo (MLP).

Retencion inmediata  Retencion a las
a los 30 minutos (MCP) 24 horas (MLP)

Tratamiento

Salina 1 pL/min 365.08 315.28

DHBE 2 ug/pL 81.33 * 82.43 *
DHBE 4 pg/uL 245.08 * 95.46 *
Erisodina 1 pg/uL 4593 * 34.77 #*x*
Erisodina 2 pg/uL 92.66 =* 49.87 #x*

Nota: Los antagonistas dihidro-B-eritroidina (2 & 4 pg/ul) y erisodina (1 6 2 ug/ul)
significativamente deterioraron la MLP. El deterioro de la MLP fue mayor fue producido
con la administracién de las dos dosis de erisodina.
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DISCUSION
Estar preparado es importante, saber esperar lo es ain mas, pero aprovechar el momento

adecuado es la clave de la vida...

En este trabajo se estudid, administrando los antagonistas DHBE y erisodina, la
participacion de los receptores nicotinicos a432 del hipocampo ventral de rata en
el deterioro diferencial de la MCP y MLP, empleando el condicionamiento de
evitacion inhibitoria cuando estas sustancias se infundieron en esa estructura

cerebral justo antes del entrenamiento.

Fue evidente que los animales utilizados en la conformaciéon de los grupos, no se
vieron afectados en su actividad motora con la administracion de los farmacos,
previa al entrenamiento de evitacibn ya que observd qué todos los grupos
reaccionaron de manera similar ante su primera exposicion a la camara y al

choque eléctrico que recibieron en el compartimiento obscuro de la camara.

Nicotinay memoria

En términos generales, nuestro estudio muestra que conforme se aumenté la
dosis de la nicotina, se observo un incremento en la latencia de retencion, de tal
manera que no hubo deterioro en la memoria a corto plazo (30 minutos) ni en la
memoria de largo plazo (24 horas) cuando la dosis de nicotina fue de 4 pg/uL.
Este efecto de mejora de la nicotina ha sido ampliamente documentado en otros
modelos experimentales y con dosis que van desde 0.6, 1, 3 pg/uL (Bancroft y
Levin, 2000; Barros et al., 2004; Levin y Bettany, 2001; Lopez, 2007; Garin-Aguilar
et al., 2009). Los efectos de mejora en la retencion se han observado sobre todo
donde la administracion de éste agonista se dio de manera crénica y los sujetos se
sometieron a un entrenamiento continuo; sin embargo, hay que recordar que en
nuestro modelo el entrenamiento se realiza en un solo ensayo y que el farmaco se
administr6 una sola vez. Barros y colaboradores (2004) realizaron un estudio

donde administraron dosis de nicotina de 0.6, 1 y 2 ug/uL, en un entrenamiento de
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evitacion de un ensayo (step-down); alli, todos los animales presentaron una
retencion maxima de 180 segundos. En nuestro estudio, es posible que los
resultados obtenidos (bajas latencias de retencion) con las dosis bajas de nicotina
(2 y 3 pg/uL) se deban a la variante de nuestra tarea de evitacion inhibitoria (step-
through). Otro aspecto a considerar es la intensidad de choque eléctrico aplicada
durante el entrenamiento, mientras estos autores aplicaron durante el
entrenamiento un choque con intensidad de 0.5mA; nosotros ademas de la
diferencia en el tipo de evitacion, el choque eléctrico fue de 0.75mA. Estos
resultados los podemos interpretar considerando la propiedad ansiolitica de la

nicotina asi como la distribucién regional de los receptores a42 en el hipocampo.

Efecto ansiolitico de nicotina

Desde nuestro punto de vista, la administracion que hicimos del agonista nicotina
en la dosis de 2 pg/uL en la region ventral del hipocampo, evidencié un efecto
ansiolitico de este farmaco en la memoria de corto plazo (30 minutos) y por lo
tanto, puede explicar el deterioro de la memoria de largo plazo (24 horas). Decker
y colaboradores (1995) han descrito el efecto ansiolitico de la administracion de
nicotina (0.62 pmol/Kg) administrada en ratones y evaluada en el laberinto en cruz
elevado, modelo util en la evaluacion de la ansiedad (Brioni et al., 1993; Pellow et
al., 1985). Si bien, el modelo de evitacion inhibitoria es Gtil en el estudio de la
memoria y el aprendizaje, presenta componentes que pueden generar ansiedad
en los sujetos experimentales; uno de ellos es el estimulo aversivo (choque
eléctrico) y otro, el hecho que durante el entrenamiento los animales no pueden
prescindir del choque eléctrico, es decir, este es inevitable ya que la puerta
permanece cerrada y no se le permite escapar al compartimiento iluminado o

seguro de la cAmara hasta que transcurren los 5 segundos de su duracién.

Por otro lado, numerosos estudios sefialan que la estructura cerebral en estudio,
el hipocampo ventral, presenta una regionalizacibn en sus funciones, esta

regionalizacion del hipocampo le permite participar tanto en procesos de ansiedad
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como de memoria. Se ha sugerido que el hipocampo ventral puede tener un papel
preferencial en procesos cerebrales asociados a conductas relacionadas a la
ansiedad a través de sus conexiones con el hipotalamo y el complejo amigdaloide
(Pentkowski et al., 2006), mientras que el hipocampo dorsal podria estar
preferentemente implicado en procesos de aprendizaje y memoria, sobre todo
memoria de tipo espacial. El papel preferencial para el hipocampo dorsal en el
aprendizaje y memoria espacial es consiste con el hecho de que la principal
entrada de informacion visual y espacial al hipocampo desde las areas cortico-
sensoriales, via corteza de asociacion, y areas perirhinal y entorhinal, es
principalmente hacia el hipocampo dorsal (Bertoglio et al., 2006). Sin embargo,
otros tipos de entradas sensoriales, tales como claves olfatorias parecen estar
igualmente distribuidas a lo largo de estos polos del hipocampo (Moser y Moser,
1998). Esto implica que el hipocampo dorsal puede ser menos importante cuando
otros tipos de informacion son considerados. El hipocampo ventral puede

contribuir al aprendizaje espacial al menos bajo algunas condiciones.

Antagonistas nicotinicos DHBE y erisodina

El estudio de los receptores nicotinicos neuronales ha requerido el empleo de
diferentes farmacos antagonistas, por ejemplo, se ha utilizado mecamilamina, un
antagonista especifico para los receptores nicotinicos del subtipo a332 (Barros, et
al., 2004), la metilicaconitina que es un antagonista selectivo para los receptores
a7 (Levin y Felix, 1997) y DHBE un antagonistas de receptores a432 (Bancroft y
Levin, 2000). La administracion de DHBE ha sido ampliamente documentada
(Barros et al., 2004; Bancroft y Levin, 2000; Levin y Felix, 1997; Levin et al., 2002;
Levin y Alexi, 2006) evidenciando un deterioro en tareas de laberinto y evitacion
inhibitoria. Sin embargo, se sabe que este farmaco no es selectivo unicamente
para 0432, sino que ademas se une competitivamente a receptores del subtipo
a3p2, a3p4 y a7 (Sharples y Wonnacott, 2001). Sin embargo, se ha sefialado que
erisodina es un antagonista selectivo siete veces mas a fin al receptor o432 que

DHBE (Decker, 1995), por lo cual esperabamos que su administracion en el
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hipocampo ventral antes del entrenamiento de evitacion, nos permitiera

caracterizar mas finamente la participacién de estos receptores en la MCP y MLP.

Los resultados de este estudio muestran que los antagonistas nicotinicos DHBE y
erisodina deterioraron tanto la memoria de corto plazo (30 minutos) como la
memoria de largo plazo (24 horas). Se observé que con la dosis alta de DHBE (4
pg/uL) hubo un menor deterioro en la memoria de corto plazo. Estos resultados
sugieren que la dosis de antagonista infundido guarda relacion con la afinidad al
receptor. Esta afirmacion se sustenta en el hecho de que concentraciones sub-
micromolar de DHBE bloquean receptores nicotinicos a4p2 y a32 en humanos y
ratas, mientras que este alcaloide es 10-50 veces menos potente a receptores
nicotinicos a3p4 y a7 expresados en ovocitos de Xenupus. Otra observacion
importante es que en neuronas hipocampales, DHBE (100 nM) bloquean
Corrientes tipo Il, atribuidas a receptores nicotinicos a4p2, mientras que las
corrientes tipo | mediadas por receptores nicotinicos a7 fueron insensibles a
concentraciones de DHBE menores a 10 pmol (Chavez-Noriega et al., 1997;

Harvey et al., 1996, en Sharples y Wonnacott, 2001).

Muchos son los autores que distinguen la participacion del hipocampo ventral en
los procesos de aprendizaje y memoria (Bancroft y Levin, 2000; Bannerman et al.,
2004; Bertoglio, 2006; Levin y Feliz, 1997; Levin y Bettany, 2001), los cuales
hacen alusién a la participacion de los receptores nicotinicos del subtipo a432 del
hipocampo ventral en dichos procesos, sin embargo, para dichos estudios se
utilizé el antagonista DHBE, ya que no se contaba con un farmaco que presentara
mayor afinidad a estos receptores. En el laboratorio erisodina se utilizd para
determinar la participacion de los receptores nicotinicos neuronales a4p2 del
hipocampo ventral sobre la consolidacion de la memoria y en este estudio

erisodina permitio el estudio de la MCP y MLP.

Los resultados también muestran que si bien la administracion intra-hipocampal de

DHBE o erisodina deterioraron la MCP y MLP, este deterioro fue 1.7 veces mayor
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con la infusion de 2 pg/uL de erisodina que con la administracion de 2 pg/uL de
DHBE, con lo cual este estudio evidencia que erisodina presenta una mayor
afinidad a los receptores a432 del hipocampo ventral concordando con lo dicho

por Decker y colaboradores (1995).

En estudios previos llevados a cabo en el laboratorio se utilizaron los antagonistas
DHBE vy erisodina para caracterizar la participacion de los receptores nicotinicos
a4p2 del hipocampo dorsal sobre la consolidacion de la memoria de la tarea de
evitacion inhibitoria (Garin-Aguilar et al., 2009). Alli se concluyé6 que estos
receptores participan en la consolidacién de la memoria de la tarea aversiva, sin
embargo, no hubo diferencias en el efecto que ocasionaron dosis bajas de
erisodina (1y 2 pug/uL) y una dosis de DHBE (1 pg/uL). Estos resultados confirman
la participacién diferencial que pueden tener las subregiones del hipocampo, HD e
HV en las funciones de memoria, aprendizaje y ansiedad. Por otro lado, estos
resultados también pueden ser producto de la distribucion regional de los

receptores a4p2 en el hipocampo.

Estudios como éste, donde se utilizd un antagonista mas selectivo, son Utiles para
determinar la participacion de estructuras cerebrales que presentan receptores
0a4p2, en las diferentes etapas o fases del proceso mnemaénico (adquisicion,
consolidacion o evocacion). En ultima instancia, la informacion obtenida aqui se
suma a la existente, para conocer los mecanismos neuronales que participan en
dichos procesos. Mientras mas nos acerquemos al conocimiento de la
participacion propia de cada receptor nicotinico, mas cerca se estara de
desarrollar farmacos que permitan usar la modulacion nicotina con fines
terapéuticos mas seguros. Finalmente, los resultados presentados aqui aportan
informacion que sustenta la hipotesis de que el hipocampo ventral puede regular la

memoria y procesos relacionados con la ansiedad.
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CONCLUSIONES

La dosis alta de nicotina (4pg/pL) no deteriord la MCP ni la MLP.

La dosis baja de nicotina (2 pg/uL) evidencio su efecto ansiolitico.

Los alcaloides DHBE y erisodina deterioraron el aprendizaje de evitacion

interfiriendo con la MCP y con la MLP.

El deterioro ocasionado con erisodina en MCP y MLP fue mayor que el
observado con DHBE.

Existe una relacion inversa entre la dosis de los antagonistas y el deterioro

gue ocasionan en la memoria.

Los resultados obtenidos con DHBE sugieren que los receptores nicotinicos
a4p2 y a7 del hipocampo ventral participan en la modulacion del

aprendizaje de evitacion.

Erisodina permiti6 evaluar la participacion diferencial de los receptores

nicotinicos a4p2 del hipocampo ventral en la MCP y la MLP.
El estudio aporta informacion que sustenta la hipotesis de la regionalizacion

del hipocampo en dorsal y ventral y que estas regiones pueden regular la

memoria y procesos relacionados con la ansiedad, respectivamente.

45



Participacion de receptores nicotinicos 442 del hipocampo ventral de rata en el aprendizaje de evitacion

PERSPECTIVAS DE LA INVESTIGACION
If you find the path you should walk down. You’ll not only do yourself a favor. But those

around you as well...

1.- Debido a la relacion dosis-efecto observada en este estudio, se recomienda en
futuras investigaciones encaminadas al estudio del efecto de antagonistas
nicotinicos sobre los procesos mnemdénicos, aplicar dosis de DHBE menores a 2

pg/uL y dosis de erisodina menores a 1 pg/uL.

2.- En estudios previos realizados en el laboratorio usando una tarea de evitacion
inhibitoria, se evaluo la participacion de los receptores o432 en la consolidacion de
la memoria en areas como el HD e HV sin embargo, falta evaluar su participacion
en otras etapas de la formacion de la memoria como son aprendizaje en HD y

evocacion en HD e HV.

3.- Ya que DHBE vy erisodina se obtuvieron de semillas de Erythrina y presentan
afinidad a recepores nicotinicos neuronales, es importante continuar con el
aislamiento y purificacion de otros alcaloides de Erythrina que, muy probablemente
presenten antagonismo a receptores nicotinicos y evaluar su efecto en tareas de

aprendizaje y memoria.

4.- Seria de utilidad determinar la afinidad que esos alcaloides presentan a

receptores nicotinicos usando el modelo de expresion en ovocitos de Xenopus.
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