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RESUMEN

La acetilcolina participa en la consolidacion de la memoria, ya que la
administracion de antagonistas colinérgicos la bloguean. Sin embargo, en el
aprendizaje incrementado este tratamiento es inefectivo. En la presente tesis
reportamos el efecto del bloqueo del sistema colinérgico sobre la consolidacion de
la memoria espacial con entrenamiento moderado o incrementado (masivo y
espaciado). Estudiamos ratas macho de la cepa Wistar que fueron entrenadas en
la tarea de laberinto acuatico de Morris (LAM). Se realizaron tres experimentos; el
primero tuvo como objetivo conocer si el sistema colinérgico participa en la
memoria de LAM entrenada de forma moderada (una sesion de 10 ensayos). Se
administré i.p., escopolamina (0.4, 0.8 mg/kg), metilescopolamina (0.8 mg/kg) o
vehiculo. El segundo y tercer experimentos tuvieron como objetivo conocer si el
sistema colinérgico participa en la memoria de LAM con entrenamiento
incrementado masivo (20 ensayos en una sesion) o espaciado (cuatro sesiones de
cinco ensayos cada una). Para cada experimento se formaron tres grupos tratados
i.p., con escopolamina (0.4, 0.8 mg/kg) o vehiculo. En los dos primeros
experimentos la administracion se realizo al final de la sesion y en el tercero al
final de cada una de las cuatro sesiones. Los resultados indicaron que con
respecto a LAM, el sistema colinérgico es necesario para la consolidacion de la
memoria del aprendizaje moderado, ya que la escopolamina produjo amnesia, no
asi en los grupos sometidos al aprendizaje incrementado.

Palabras clave: sistema colinérgico central, memoria espacial, entrenamiento
moderado, entrenamiento incrementado.



SUMMARY

Acetylcholine is involved in memory consolidation, as administration of cholinergic
antagonists block this process. However, this treatment is ineffective in enhanced
learning. On the present thesis, we report the effects of cholinergic blockade on
spatial memory of moderate and enhanced (massive and spaced) training. Male
Wistar rats were trained in the Morris water maze task (MWM). Three experiments
were performed. The aim of the first one was to determine if the cholinergic system
is involved in memory of moderate MWM training (one 10-trial session);
scopolamine (0.4 or 0.8 mg/kg), methylscopolamine or vehicle were injected i.p.
The objectives of the second and third experiments were to determine whether the
cholinergic system participates in memory consolidation of enhanced massive (one
20-trial session) and spaced (four five-trial sessions) training of MWM. There were
three groups in each of these experiments, treated i.p., with scopolamine (0.4 or
0.8 mg/kg) or vehicle. In the first two experiments the treatments were given at the
end of the session, while in the third experiment they were given at the end of each
of the four sessions. The results indicated that, regarding the MWM task, the
cholinergic system is necessary for memory consolidation of moderate learning but
not for enhanced training, since scopolamine produced amnesia only after
moderate learning.

Key words: central cholinergic system, spatial memory, moderate training,
enhanced training.
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I. INTRODUCCION

A lo largo de la evolucion, el aprendizaje y la memoria son el medio
principal de la adaptacion de los seres vivos a las modificaciones inciertas de su
ambiente (Morgado, 2005). Son diversas las sustancias que participan en los
procesos de aprendizaje y memoria entre ellas se encuentran diversos
neurotransmisores y hormonas. Una de las aproximaciones al estudio de los
mecanismos cerebrales que subyacen al aprendizaje y la memoria, es el estudio
de la amnesia experimental. Cruz-Morales et al. (1992) reportd que la
administracion de escopolamina después de que un sujeto aprendié una tarea
produce amnesia. Se ha reportado que el efecto amnésico no se presenta cuando
el grado de entrenamiento durante la tarea aprendida es alto, debido a la
intensidad del estimulo aversivo o al nUmero de veces que es presentado. (Duran-
Arevalo et al., 1990).EIl estudio de las variaciones en el grado de reforzamiento y
sus efectos sobre la memoria es un area nueva de investigacion en las
neurociencias, que puede cambiar los conceptos acerca de la forma en que el
sistema nervioso central procesa la informacion derivada del aprendizaje y en

consecuencia los procesos que subyacen a la formacién de la memoria.

En la presente tesis se sometio a la prueba experimental la proposicion de
gue el estado amnésico inducido por la interferencia de la actividad de un
neurotransmisor, en este caso la acetilcolina (ACh), puede ser evitado cuando las
experiencias de aprendizaje son altamente emotivas, es decir mediante la
aplicacion de un alto grado de reforzamiento. Dicha hipotesis se ha pupuesto a
prueba utilizando diferentes tareas de aprendizaje, lo novedoso del presente
estudio es la utilizacion de una tarea espacial, especificamente el laberinto
acuatico de Morris, en donde facilmente se pueden manipular las condiciones
como: el numero de ensayos y el momento de administracion del farmaco durante
la tarea, lo que hace que sea un paradigma muy util para la investigacion sobre los

procesos neurobioldgicos del aprendizaje espacial.



. ANTECEDENTES

Una de las caracteristicas mas importantes del ser humano es su
capacidad de aprender y recordar. EI hombre puede reconocer estimulos que ha
visto antes, realizar asociaciones entre ellos e incluso orientarse de acuerdo con
las relaciones que establece entre los estimulos. La mayoria de los animales
también se orientan en el espacio para organizar sus conductas en relacién con el
entorno en que se encuentran en cada momento. La navegacion espacial es
importante para muchos de los repertorios conductuales de los animales:
busqueda de comida, conducta parental, reproductiva y regreso al nido o huida a
un lugar seguro entre otros (Vicens et al.,, 2003). Estos aprendizajes no se

presentan sin antes pasar por el proceso de consolidacion.

La hipétesis de la consolidacién de la memoria propuesta 100 afios atras
por Muller y Pilzecker contina siendo una guia para el estudio de la memoria.
Entre las conclusiones mas importantes de su trabajo, se encuentra que la fijacion
de la memoria requiere de tiempo (consolidacién) y que la memoria es vulnerable
durante el periodo de consolidacion (Miller y Pilzecker, 1900). Se sabe que la
consolidacion es el proceso que deriva del aprendizaje y permite que la
informacion se almacene; es decir, permite la formacion de la memoria. Diversos
estudios han demostrado que este proceso se ve influenciado por

neurotransmisores y hormonas (McGaugh, 2000).

2.1 Aprendizaje

El aprendizaje es el conjunto de modificaciones de las respuestas que se
producen a partir de la experiencia (Thompson, 1974). En la actualidad la mayoria
de los neurobiélogos aceptan que el aprendizaje es el proceso por medio del cual
adquirimos nuevos conocimientos acerca de los eventos del mundo (Bermudez-
Rattoni y Prado-Alcala, 2001).



Morgado (2005) define al aprendizaje como la experiencia que produce
cambios en el sistema nervioso (SN) que pueden ser duraderos y se manifiestan
en el comportamiento de los organismos.

La informacion derivada de una experiencia de aprendizaje podria quedar
almacenada en virtud de cambios en la estructura y metabolismo neuronales
(crecimiento dendritico, génesis de espinas dendriticas, incremento en la
produccién y liberacion de neurotransmisores, sintesis de receptores de
membrana sensibles a neurotransmisores especificos, etc.) (Prado-Alcala et al.,
2006).

2.1.1 Aprendizaje espacial

Los roedores pueden adoptar cuatro formas principales de navegacion; es
decir, el procedimiento de busqueda para la resolucién de tareas espaciales:
orientacién, guia, cartografica e integracién de la ruta (Santin et al., 2000).

En el aprendizaje de orientacion los animales basan su busqueda en
movimientos aprendidos durante la ejecucion de la tarea; en el aprendizaje de
guia aprenden asociaciones entre los estimulos sefial y la meta. Estas dos formas
de navegacion se explican mediante paradigmas asociativos de condicionamiento.
El aprendizaje cartografico, implica el uso de sefiales distales con las que los
animales se forman una representacion de su entorno (mapa cognitivo) mediante
el que localizan la meta. Por ultimo, la integracion de la ruta consiste en un
proceso de actualizacion de la informacion cuando las pistas ambientales no
ofrecen lo suficiente, mediante un sistema interno de referencia basado en el lugar
de salida antes de iniciar la navegacién, para lo que el animal podria utilizar
principalmente pistas cinestésicas y sefiales vestibulares (Santin et al., 2000).
Estas estrategias de navegacion espacial parecen depender de distintos sistemas
de memoria. Por ejemplo, en el laberinto de agua las ratas tienden a aproximarse
a la plataforma sumergida desde una direccion conocida, sugiriendo la utilizacion
de representaciones especificas para reconocer su localizacion, lo que implicaria

establecer las relaciones entre los distintos estimulos (Wang y Spelke, 2002).



2.1.2 El aprendizaje normal e incrementado

Desde el punto de vista conductual, se han manejado dos niveles de

aprendizaje: normal e incrementado.

Por aprendizaje normal se entiende aquella situacion en la que el sujeto
experimental ha recibido un ndmero de sesiones de entrenamiento o una
intensidad de estimulacion aversiva (en el caso de condicionamiento de evitacion)
suficiente para que se manifieste la conducta aprendida o para alcanzar un nivel
de ejecucion asintético. Este es el nivel de entrenamiento al que comunmente se
somete a los animales de experimentacion para determinar los efectos de la
administracion de tratamientos experimentales. Por otra parte, la situacion
experimental en la que los sujetos son sometidos a un gran numero de sesiones

corresponde al aprendizaje incrementado (Prado-Alcala et al., 2004).

2.1.3 El aprendizaje incrementado protege la pérdida de la memoria

El sistema de neurotransmision que mas ha recibido atencién debido a su
probable participacién en los procesos de memoria es el sistema colinérgico.
Numerosos estudios demuestran que la administracién sistémica o intracerebral
de antagonistas a acetilcolina producen deficiencias significativas en una gran

variedad de tareas aprendidas incluyendo la evitacién inhibitoria.

En 1990, Duran-Arévalo et al., confirmaron el clasico efecto amnésico
producido por la administracion intraperitoneal (i.p.) de escopolamina (bloqueador
de los receptores muscarinicos a acetilcolina) a ratas, inmediatamente después
del entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria con niveles moderados (3.0
mA) y altos (6.0 y 9.0 mA) de choque eléctrico. Encontrando amnesia en los
grupos tratados con 3.0 mA. Y ademas contribuyeron a este campo con un
importante hallazgo. Cuando los animales de experimentacién fueron entrenados

de igual manera, pero aumentando la intensidad del estimulo aversivo al doble o
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triple de la intensidad que se aplicé cuando se produjo amnesia, el tratamiento con
el anticolinérgico no produjo deficiencia alguna en la memoria (Duran-Arevalo et
al., 1990), aunque también se han sefialado algunos resultados negativos (Lewis y
Bregman, 1972).

Siguiendo esta linea experimental, Cruz-Morales et al. (1992), realizaron
un estudio para determinar si el efecto protector inducido por el incremento en la
experiencia de aprendizaje era inducido en forma gradual o si se tenia que
alcanzar cierto umbral de activacion para que se diera este efecto. Entrenaron
ratas aplicando, en grupos independientes, intensidades de choque eléctrico que
se fueron incrementando en pasos de 0.1 mA. Encontraron que, a pesar de que
todas las intensidades produjeron un aprendizaje 6ptimo en los grupos controles,
dentro de un rango de intensidades relativamente bajas, la administracion i.p. de
escopolamina produjo un fuerte cuadro amnésico, pero a partir de cierta
intensidad, bastd con incrementarla en 0.1 mA (menos del 4%) para que a partir
de ese punto el tratamiento farmacolégico ya no tuviera efecto alguno sobre la
memoria. Algunas variables conductuales relacionadas con los procedimientos del
entrenamiento tales como la magnitud del reforzamiento y el grado de
entrenamiento previenen el efecto amnésico de los anticolinérgicos administrados

después del entrenamiento.

De igual forma Quirarte et al. (1993) estudiaron los efectos de la
escopolamina inyectada sistémicamente después del entrenamiento, sobre la
consolidacion de la memoria de grupos de ratas entrenadas con choques bajos,
medianos o altos. Como era de esperarse la escopolamina produjo el tipico cuadro
amnésico en los grupos con un nivel de entrenamiento intermedio y ningun efecto
en los animales con un alto nivel de entrenamiento. Sorpresivamente, los animales
con un bajo nivel de entrenamiento no mostraron deficiencia alguna en su

memoria.



La explicacion de Quirarte y colaboradores a esto es que, cuando el
animal se enfrenta a una situacion en la que la integridad fisica no esta
amenazada (baja intensidad de choque eléctrico) sistemas neuroquimicos
diferentes al colinérgico se encargan de que la informacién derivada de la
experiencia de aprendizaje quede almacenada. Cuando la situacion se torna
relativamente peligrosa (intensidades normales y supranormales de choque) la
activacion de los sistemas colinérgicos es indispensable para que la memoria del
evento se consolide. Por ultimo, cuando la integridad del organismo esta
seriamente amenazada (intensidades bastante altas de choque eléctrico) se
activaran simultdneamente multiples sistemas neuroquimicos, de tal manera que
aunque el colinérgico sigue participando en los procesos de consolidacién, este ya
no es indispensable para que se almacene la memoria, mientras que los restantes

se hacen cargo de esta funcién (Quirarte et al., 1993).

La explicacion que da Cruz-Morales et al. (1992) es que al incrementar la
magnitud del reforzador se alcanza un umbral a partir del cual la actividad
colinérgica del sistema nervioso central no es necesaria para el proceso de
consolidacion. Tanto el efecto protector del alto reforzamiento como su
establecimiento a partir de una intensidad umbral fue confirmado un afio mas tarde

(Prado-Alcala y Quirarte, 1993) y reforzada afios después (Quirarte et al., 2004).

En conjunto, estos datos indican que la actividad colinérgica cerebral es
indispensable para que se lleve a cabo la consolidacion de la memoria cuando hay
un nivel “intermedio” de aprendizaje, es decir, cuando la magnitud de los estimulos
reforzantes no es muy grande ni muy pequefia. También puede decirse que el
aprendizaje incrementado protege a la memoria en contra de tratamientos
amneésicos de agentes anticolinérgicos (Prado-Alcala et al., 2006). Una pregunta
importante en este campo de la investigacion fue, si este fenébmeno pudiera
generalizarse a otros sistemas neuroguimicos. Como se describe a continuacion la

respuesta fue positiva.



La deplecion, el bloqueo de la serotonina cerebral y lesiones de vias del
sistema serotoninérgico central impiden el aprendizaje normal y la memoria,
mientras que la activacidon de alguno de los 14 subtipos de receptores de

serotonina mejoran el proceso cognitivo (Altman y Normile, 1986).

En un primer acercamiento para saber si el incremento en el aprendizaje
contrarresta el tipico efecto amnésico de la interferencia de la actividad
serotoninérgica, se utilizé p-cloroanfetamina (PCA). Cuando se inyecta i.p. PCA se
produce una importante deplecién de serotonina cerebral, ya que causa la lesion

de neuronas que sintetizan y de axones que contienen el neurotransmisor.

Se ha reportado el efecto protector del aprendizaje incrementado en
contra de los efectos amnésicos de una droga que interfiere con la actividad
serotoninérgica cerebral (PCA). Se entrenaron ratas que fueron inyectadas i.p. con
PCA o solucién salina 30 minutos antes de ser sometidas al entrenamiento de
evitacion inhibitoria, usando intensidades altas de choques eléctricos (2.0, 2.5, 3.0
0 3.5 mA). La retencion de la tarea se probd 24 horas mas tarde, encontrando que
las dos intensidades mas bajas presentaron el tipico cuadro amnésico, mientras
que con las intensidades de 3.0 y 3.5 mA se encontré un efecto protector de la
memoria en contra de los efectos amnésicos que produce la PCA (Solana-
Figueroa et al., 2002).

El efecto protector contra la interferencia con la memoria, producida por la
administracion de PCA ha sido corroborado y extendido a otro tipo de aprendizaje:
la evitacion activa, esta tarea implica que los sujetos deben desplegar una
activacion motora, para asi evitar que les sea administrado un estimulo aversivo.
Se estudiaron grupos de ratas a las que se aplico la PCA 30 minutos antes del
entrenamiento de evitacion activa en una sesion de 20 ensayos. En grupos
independientes se aplicé una variedad de intensidades de choque eléctrico,
encontrandose una deficiencia significativa en la adquisicién de la tarea en los

grupos que recibieron intensidades bajas; en contraste cuando el entrenamiento



se llevd a cabo aplicando una intensidad alta, los animales mostraron un

aprendizaje perfecto (Galindo et al., 2008).

El efecto protector en contra de la amnesia, producido por el incremento
en la experiencia de aprendizaje dio lugar a una nueva hipotesis de que el mismo
efecto se encontraria al bloquear la actividad del sistema GABAérgico. Se
entrenaron ratas en la tarea de evitacion inhibitoria usando una intensidad de 2.0
mA, dos minutos después del entrenamiento se inyecto picrotoxina (1pg/1l pl), un
bloqueador de la accion del GABA en las regiones posteroventral y lateral. La
prueba de retencién 24 horas después del entrenamiento sugiere que la actividad
GABAérgica juega un rol crucial en la consolidacién de la memoria (Salado-
Castillo et al., 1996).

Cobos-Zapiain et al. (1996) decidieron explorar los efectos de la
administracion de bicuculina y de picrotoxina (bloqueadores de la accion de
GABA) en la substancia nigra, en grupos independientes de ratas entrenadas en la
tarea de evitacion inhibitoria con un alto (2.0 mA) o bajo (4.0 mA) nivel de
estimulacién aversiva. Los resultados ya no fueron sorprendentes ambas drogas
produjeron amnesia en los grupos de bajo entrenamiento, mientras que los
entrenados con un alto nivel de choque eléctrico no sufrieron deterioro alguno en

su memoria.

Debido a la importancia del efecto protector encontrado, diferentes
autores exploraron estructuras cerebrales que participan en los procesos de la
memoria. Con la posibilidad de encontrar el mismo efecto protector al incrementar

el aprendizaje, cuando se lesiona o inactiva una estructura.

Se encontro el efecto protector del aprendizaje incrementado, en animales
a los que se les lesion6 cronicamente o se les inactivd reversiblemente la
amigdala o el hipocampo, estos resultados indican que el efecto protector descrito

puede generalizarse a estructuras pertenecientes al sistema limbico (Salado-



Castillo et al., 1995; Martinez et al., 2002; Solana-Figueroa et al., 2002; Quiroz et
al., 2003).

Méas tarde Quirarte et al. (2004) mencionan que, al incrementar la
intensidad del choque eléctrico en la tarea de evitacion inhibitoria, en condiciones
de aprendizaje incrementado y administrando antagonistas ya sea al sistema
colinérgico o al sistema serotoninérgico, los sistemas que mantienen su actividad
normal son suficientes para que se establezca la memoria de largo plazo. También
proponen que estructuras cerebrales, tales como el estriado, la amigdala y la
substancia nigra tienen una participacion diferencial en la intensidad del

aprendizaje.

El efecto protector del aprendizaje incrementado también sucede cuando
este es mediado por reforzadores positivos; dicho efecto no es privativo para una
sola especie animal, sino que cuando menos se manifiesta en roedores y felinos.
También es importante hacer notar que el alto nivel de entrenamiento protege a la
memoria en contra de los efectos de un buen nimero de agentes amnésicos, tales
como las lesiones permanentes, la inactivacion reversible producida por la
lidocaina, la tetrodotoxina, la escopolamina, la bicuculina y la picrotoxina, asi como

agentes que depletan la serotonina cerebral (Prado-Alcala et al., 2006).

2.1.4 Modelos en serie y paralelo de la memoria

Modelo en serie de la memoria

En muchos casos, si se interfiere con la actividad normal de una
estructura cerebral determinada se produce una deficiencia en la consolidaciéon o
en la retencién de la memoria. Lo mismo ocurre si se interfiere con la actividad de
alguna otra estructura, y asi sucesivamente. El punto es que existe un conjunto de
nacleos cerebrales que son indispensables para que se establezca la memoria y
que basta con que uno solo de ellos no funcione correctamente para que la

informacion derivada del aprendizaje no sea almacenada. Estos hechos
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permitieron postular que estas estructuras estan conectadas funcionalmente, en
serie, y que la informacion derivada de una experiencia de aprendizaje debe
transitar por todas ellas para llegar a algun centro de integracion, de cuya
activacion depende la consolidacion de la memoria (Figura 1) (Prado-Alcald,
1995).

Modelo en paralelo de la memoria

Postula que en condiciones de aprendizaje mediado por altos niveles de
reforzadores positivos 0 negativos, o por un niamero incrementado de ensayos o
de sesiones de entrenamiento (o por alguna combinacién de estos factores), las
estructuras que originalmente estaban conectadas en serie (U otras estructuras
sumadas a las originales), ahora sufren un cambio, conectandose funcionalmente
en paralelo. De esta forma, aunque alguna de las estructuras del circuito no
funcione normalmente o esté dafiada, la actividad derivada de la experiencia de
aprendizaje podra seguir su trayecto hacia un posible centro integrador, haciendo

posible la consolidacion de la memoria (Figura 2) (Prado-Alcala, 1995).
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EC, EI, SIST
R+ R. AFER
Contexto

EC. EL
R+, R,
Contexto

Figura 1. Modelo que representa la manera en que en condiciones de aprendizaje
considerado normal, la interferencia con la actividad de estructuras cerebrales
produce amnesia. La informacion de la situacion de aprendizaje (EC, estimulo
condicionado, El, estimulo incondicionado, R+, reforzador positivo y R reforzado)
es captada por los sistemas sensoriales o aferentes (SIST AFER) y es relevada a
las distintas estructuras (6valos) que intervienen en el proceso de consolidacién de
la memoria; a su vez, estas se comunican con un integrador de informacién que
permite el almacenamiento o consolidacién, asi como la ejecucion de la respuesta
condicionada (RESP COND). En este sistema, el flujo de informacion es
bidireccional entre todos los elementos que estan conectados, funcionalmente, en
serie (Modificado de Prado-Alcala et al., 2006).
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EC, EI, I
R+, R SIST
Contexto AFER
EC, EI, .
R+ R SIST
Contexto AFER

Figura 2. Modelo que representa la manera en que el aprendizaje incrementado
protege en contra de la amnesia que habitualmente se produce por la aplicacion
de tratamientos que tipicamente impiden la consolidacion de la memoria,
interfiriendo con la actividad de ciertas estructuras cerebrales. La informacion
procedente de la situacibn de aprendizaje (EC, estimulo condicionado, El,
estimulo incondicionado, R+, reforzador positivo y R reforzado) es captada por los
sistemas sensoriales o aferentes (SIST AFER) y es relevada a las distintas
estructuras que intervienen en el proceso de consolidacion de la memoria
(rectdngulos entre SIST AFER e INTEGRADOR); a su vez, estas se comunican
con un integrador de informacion que permite el almacenamiento o consolidacion,
asi como la ejecucion de la respuesta condicionada (RESP COND). En este
sistema el flujo de informacion es bidireccional entre todos los elementos, pero
como consecuencia del aprendizaje incrementado, las estructuras involucradas en
la consolidacion de la memoria sufren un cambio funcional y se reconectan en
paralelo (Modificado de Prado-Alcala et al., 2006).

2.2 Consolidaciéon

La hipdtesis de la consolidacion, postula que la memoria se forma
después de una experiencia inicial que al principio es fragil, y que con el
transcurso del tiempo se estabiliza y se torna menos vulnerable a la interferencia
(Prado-Alcala et al., 2004).
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Un protocolo clasico para estudiar la consolidacion es el entrenamiento de
evitacion inhibitoria, también conocido como prevencidén pasiva, seguido por la
administracion  de  tratamientos = amnésicos, tales como  choques
electroconvulsivos, hipoxia, hipotermia, inhibidores de la sintesis de proteinas y
toda una gama de drogas que afectan el funcionamiento del sistema nervioso,
particularmente la transmision sindptica. También son utilizadas las tareas

espaciales, para estudiar la consolidacion, entre otras (Prado-Alcalé et al., 2004).

Conforme se incrementa el intervalo entre el entrenamiento y la aplicacion
del tratamiento el estado amnésico es menor, hasta que llega un punto en el que
el tratamiento es totalmente inefectivo; es decir, la memoria se encuentra intacta;
este momento define la conclusion del proceso de consolidacion. La duracion del
proceso de consolidacion varia desde unos cuantos segundos o0 minutos,

dependiendo del tipo de tarea y del agente amnésico estudiado (McGaugh, 1966).

2.3 Memoria

El proceso de memoria es clasicamente dividido en las siguientes fases 1)
adquisicién, siendo esta fase la primera confrontacion con una experiencia; 2)
retencion, la cual consiste en el almacenamiento de la informacion que conlleva a
modificaciones en el sistema nervioso (consolidacion); 3) evocacion, la cual se
refiere a la recuperacion de la informacion y 4) extincion, en la cual se va

reduciendo la magnitud de la respuesta (Prado-Alcala, 1991; Kalat, 1995).

Desde el punto de vista neurobiologico, la memoria es definida bajo dos
categorias funcionales: la memoria de corto plazo y la de largo plazo. La primera
es una memoria labil, de poca capacidad y duracion reducida, mientras que la
segunda es relativamente permanente, de gran capacidad y resistente a la

interferencia (Prado-Alcala et al., 2004).

13



2.3.1 Memoria de corto plazo

Una hipoétesis relativamente antigua, pero que es vigente, acerca del
establecimiento de la memoria de corto plazo asevera que este tipo de memoria
depende de actividad reverberante en circuitos neuronales, inducida por la
experiencia de aprendizaje. En esta memoria se guardan datos que son Utiles
durante periodos temporales cortos (Hebb, 1949).

La memoria de corto plazo es de corta duracion y puede consolidarse y
pasar a la memoria de largo plazo que es mas permanente. Esta memoria es labil
y parece deberse a la actividad eléctrica del sistema nervioso, asi como de
diferentes sistemas de neurotransmision (Cruz-Morales, 2006).

2.3.2 Memoria de largo plazo

La memoria de largo plazo depende de que la informacién adquirida haya
ocupado primero el pequefio almacén de corto plazo. La conversion de la memoria
de corto a la de largo plazo depende de un proceso hipotético denominado
consolidacion; parece que esta conversién estd supeditada a por lo menos dos
factores dependientes de la experiencia: la importancia relativa que la informacién
tiene para el organismo Yy la frecuencia con la que la informacion es captada por el

sistema nervioso (Prado-Alcala et al., 2004).

El almacenamiento de este tipo de memoria produce cambios sinapticos y
a nivel molecular se producen cambios morfolégicos en el sistema nervioso (Cruz-
Morales, 2006). Depende de la interaccion de multiples sistemas de
neurotransmisores, que ejercen su accion en diversas estructuras cerebrales.
Entre aquellos, los mas estudiados y de los que no hay duda acerca de su
participacion en la consolidacién de la memoria estan la acetilcolina (ACh) y la
serotonina (5-HT) (Quirarte et al., 2004).
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Otra forma en que recientemente es dividida la memoria de acuerdo a la
estructura cerebral encargada de formarla, es la memoria declarativa y la memoria
de procedimiento. Cada una de las memorias esta involucrada con alguna

estructura del cerebro como se muestra en la Figura 3.

2.3.3 Memoria no declarativa o de procedimiento (implicita)

Es una memoria evocada inconscientemente (Milner et al., 1998; Kandel
et al., 2000); es la informacion que se refiere a como realizar alguna tarea, por
ejemplo como manejar una bicicleta. Esta conlleva cambios en las habilidades
conductuales y es la que facilita responder apropiadamente a un estimulo por
medio de la practica, aun siendo afectada por la amnesia (Cohen y Squire, 1980),
pues involucra el entrenamiento de reflejos motores o habilidades de percepcion
(Milner et al., 1998). También promueve la habilidad para detectar o identificar
objetos como el resultado de una previa exposicion a ellos, lo que se conoce como
priming (Shimamura, 1986). Para esta memoria, el desempefio cambia como
resultado de la practica, pero sin tener un acceso consciente a estos eventos

previos (Squire y McKee, 1993).

Podemos decir que la memoria implicita es rigida y esta estrechamente
conectada a las condiciones del estimulo original bajo el cual ocurrio el

aprendizaje. Ademas, depende de estructuras como el estriado y la neocorteza.
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Enplicita Implicita
(declarativa) (procedimiento)
Hechos —— Eventos Priming Procedimiento Aprendizaje asociativo: Aprendizaje no asociativo:
(Habilidadesy condicionamiento habituacion y
habitos) clasico e instrumental sensibilizacion
Respuesta Respuesta
Emocional muscular
l .
Lobulo temporal medio Neocorteza  Estriado  Amigdala Cerebelo Reflejos
Hipocampo Hipocampo  Hipocampo

Figura 3. Modelo que proponen Thompson y Kim para explicar las posibles
estructuras que se hallan involucradas en los procesos de memoria explicita e
implicita (Modificado de Kandel et al., 2000).

2.3.4 Memoria declarativa (explicita)

Esta memoria es a la que nos referimos coloquialmente cuando hablamos
de la memoria. El conocimiento de personas, lugares, cosas, y saber lo que estas
significan (Kandel y Squire, 2000). Depende de la integridad del I6bulo temporal
medio y del hipocampo. Nos permite ser capaces de recordar hechos y eventos
por un esfuerzo deliberado y consciente, asi como modelar el mundo exterior
(Thompson y Kim, 1996; Squire y Kandel, 1999a). Es proposicional, es decir,
puede ser verdadera o falsa (Squire y McKee, 1993; Milner et al., 1998).

La memoria explicita es muy flexible e involucra la asociacion de muchos

pedazos de informacion.
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2.3.5 Memoria de trabajo

La llamada memoria de trabajo (MT) consiste en la representacion
consciente y manipulacion temporal de la informacion necesaria para realizar
operaciones cognitivas complejas, como el aprendizaje, la comprension del
lenguaje o el razonamiento. Su relevancia se acrecienta por su contribucion a la
memoria de largo plazo y por su relacion con la inteligencia fluida; es decir, con la
capacidad de razonamiento general y de resolucién de problemas. La MT se ha
estudiado preferentemente en tareas de respuesta demorada, donde el sujeto
tiene que memorizar temporalmente la informacion que le permitira responder mas

tarde adecuadamente (Morgado, 2005).

2.3.6 Memoria espacial

Nos referimos a la memoria espacial como aquella con la cual realizamos
mapas mentales para ubicarnos en el espacio y guiarnos a través de un lugar
determinado. Forma parte de la memoria declarativa, ya que podemos formar una
imagen mental del mapa que se utiliza (Squire y Kandel, 1999b). El entrenamiento en

el laberinto acuético de Morris evalla la memoria espacial.

El aprendizaje y la memoria espacial se relacionan con la capacidad de
adquirir y retener asociaciones de las caracteristicas del ambiente, lo que permite
al organismo desenvolverse en el espacio. La memoria espacial consiste en
multiples mecanismos especializados en codificar, almacenar y recuperar
informacion acerca de rutas, configuraciones y localizaciones espaciales (Vicens
et al., 2003).

Existe amplia evidencia del papel critico que juega el hipocampo en la
memoria espacial en roedores. En 1978, O’Keefe y Nadel propusieron que el
hipocampo podria ser la estructura cerebral a través de la cual se forma el mapa
cognitivo que permite al animal navegar en el espacio. Los animales pueden

realizar una representacion de las relaciones espaciales mediante las
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estimaciones de la distancia y las relaciones entre estimulos. Se ha asociado a la
potenciacion a largo plazo (LTP) del hipocampo con este tipo de aprendizaje
espacial (D'Hooge y de Deyn, 2001).

Estudios recientes confirman la estrecha correlacion entre la memoria
espacial evaluada en el laberinto de agua y las representaciones espaciales en el
hipocampo (Gallagher et al., 2003).

2.4 Recuerdo y olvido

El recuerdo puede ser rapido y automatico en el caso de las respuestas
reflejadas condicionadas e incondicionadas. En muchas situaciones el recuerdo es
una reconstruccion del pasado que se basa no so6lo en la informacion
originalmente adquirida, sino también en los nuevos conocimientos, motivaciones,
sentimientos y experiencias de toda indole (Morgado, 2005). Es por tanto un
proceso activo cuyo resultado puede no ser idéntico a la experiencia original. Se
ha observado que las regiones sensoriales especificas de la corteza cerebral
activadas durante una percepcion se reactivan diferencialmente durante el
recuerdo de la misma informacion, y que las regiones de la corteza visual que
responden preferentemente a la percepcion de diferentes tipos de objetos
muestran una activacién similar cuando el sujeto trata de imaginar esos mismos
objetos (Buckner y Wheeler, 2001).

Un tipo particular de recuerdo es la memoria de reconocimiento, basada
en dos procesos cognitivos independientes: el recuerdo consciente de una
experiencia especifica y un sentido afadido de familiaridad derivado de la
exposicion previa a estimulos particulares. Es decir, la recoleccion veridica de la
experiencia parece implicar la reactivaciéon de los procesos o representaciones
presentes durante la codificacién original (Kahn et al., 2004). El hipocampo podria
ser una estructura criticamente involucrada en esa reactivacion, tal como indican

los resultados de recientes experimentos que han puesto de manifiesto la
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existencia en ratas de un proceso dual similar de memoria de reconocimiento
(Fortin et al., 2004).

Los mecanismos moleculares del recuerdo se han estudiado también en
roedores. Un estudio con ratones transgénicos ha mostrado la necesidad de
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) en la region CA3 (Cuerno de Ammon) del
hipocampo para que los animales sean capaces de recordar un aprendizaje
espacial en la prueba del LAM cuando el estimulo que activa la memoria consiste
Gnicamente en una fraccion del original (Nakazawa et al., 2002). En ratas se ha
observado también que el recuerdo del aprendizaje en la tarea de evitacion de un
ensayo requiere de la activacion de receptores de glutamato y proteincinasas en el
hipocampo y las cortezas entorrinal, parietal posterior y cingulada anterior (Barros
et al., 2003).

También la linea cognitiva tiene una explicacibn para el importante
mecanismo del olvido. Se ha considerado el olvido como un proceso mas de
aprendizaje, pues es también una modificaciéon de esquemas para adaptarse a las
situaciones cambiantes. Cuando se van incorporando nuevos datos a la memoria,
en el reajuste que se realiza, la informacion se transforma recorddndose integrada
muchas veces de manera distinta a como se introdujo, habiéndose eliminado
datos superfluos o poco significativos y quedando Unicamente aquellos que

engendran emociones que ya de por si les brindan relevancia.

Es asi como se van organizando esquemas y estructuras mentales, de
manera compleja, con elementos que paulatinamente se incorporan y de los
cuales se hace una seleccion al organizarlos y clasificarlos mentalmente
(Morgado, 2005).

2.5 Reconsolidacion

Los estimulos que elicitan el recuerdo podrian tener efectos diferentes
segun su duracion. Los breves tienden a iniciar un proceso hipotético conocido

como “reconsolidacién de la memoria”, que consiste en que cuando una memoria
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ya consolidada se reactiva, se vuelve nuevamente labil y capaz de alterarse o
recomponerse si en ese momento se introduce nueva informacién o algun

tratamiento especifico (Morgado, 2005).

La reconsolidacion, en cualquier caso, parece depender de la fuerza y
antigledad de la memoria original, ya que las recientes y débiles son mas
facilmente reconsolidables que las antiguas y fuertes (Suzuki et al., 2004). Sin
embargo, investigaciones recientes cuestionan el proceso mismo de la
reconsolidacion al no observar labilidad tras la reactivacion de la memoria
(Biedenkapp y Rudy, 2004; Cammarota et al., 2004) o comprobar que los efectos
de la inhibicién proteica tras la reactivacion son sélo temporales (Lattal et al.,
2004).

Al recordar no se forma una nueva traza de la memoria, como proponen
los tedricos de la reconsolidacion, sino que se activa un proceso celular distinto

gue podria servir para mantener la memoria que ya existia (Lee et al., 2004).

2.6 Sistema Nervioso

El sistema nervioso se divide esquematicamente en dos grandes
componentes: El sistema nervioso central (SNC) y el sistema nervioso periférico
(SNP). ElI SNC incluye las estructuras nerviosas del cerebro y de la médula
espinal, situadas dentro del crAdneo y del conducto raquideo respectivamente, y el
SNP a todos los axones aferentes y eferentes del SNC y a las neuronas

localizadas por fuera de esas estructuras centrales. (Malgor-Valsecia, 2000).

La organizacion de numerosas regiones del sistema nervioso se ve
influenciada por sustancias neuroquimicas, entre las que se incluyen las hormonas
y los neurotransmisores. Ademas muchos circuitos neurales son activados o

inhibidos por mensajes quimicos (Rosenzweig y Leiman, 1998).
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Existen varios neurotransmisores en el cerebro, la acetilcolina es uno de
estos, ya que interactda en la regulacion de multiples funciones importantes en el

cerebro.

2.6.1 Acetilcolina

La acetilcolina (ACh) fue el primer neurotransmisor caracterizado tanto en
el SNP como en el SNC de los mamiferos, participa en la regulacion de diversas
funciones como fendmenos de activacion cortical, el paso de suefio a vigilia y los
procesos de memoria y de asociacién. Se le denomind acetilcolina, pues su
estructura quimica resulta ser de gran simplicidad, un éter del acido acético y la

colina (Figura 4).

En la periferia, la ACh es el neurotransmisor del sistema nervioso
parasimpatico y se conoce, desde hace méas de 60 afios la existencia de diversos
subtipos de receptores que median sus acciones. La enorme riqueza de
terminales colinérgicas en la placa motora y el 6rgano eléctrico del pez Torpedo
marmorata ha constituido una ayuda de primer orden en el esclarecimiento de la
neurotransmision colinérgica. Asi, el receptor nicotinico es el primer receptor de
neurotransmisores purificado y del cual se conocié su estructura primaria. Durante
la década de los noventa y gracias a la aplicacibn de técnicas de Biologia
Molecular, se han clonado e identificado distintos subtipos de receptores
colinérgicos (nicotinicos y muscarinicos) (Flores-Soto y Segura-Torres, 2005).

La participacion de la ACh en multitud de funciones fisiolégicas y su
caracter de neurotransmisor en la union neuromuscular, propicio la aparicion de
una farmacologia muy extensa, destinada a bloquear o incrementar la actividad
colinérgica en la periferia; sin embargo, existen pocos farmacos con accién

selectiva para los sistemas colinérgicos cerebrales (Diaz-Hernandez et al., 2000).

21



En el cerebro de los mamiferos, el efecto fisiologico mas importante de la
ACh es una reduccion de la permeabilidad a K+, de tal forma que las neuronas
sensibles a la ACh son més susceptibles a otras influencias excitatorias. Todas las
regiones de la corteza cerebral estan inervadas por acetilcolina, por o que no es
de extraiar que la funcidn cortical esté fuertemente influida por la ACh. Por ello,
varios grupos neuronales estan relacionados esencialmente con fenébmenos de
activacion cortical, el paso de suefio a vigilia y también con la memoria (Flores-

Soto y Segura-Torres, 2005).

Las vias colinérgicas del hipocampo parecen estar también involucradas
en procesos de memoria y asociacion. Se ha sugerido que la inervacion
colinérgica de areas corticales y limbicas, tienen participacion en procesos de
consolidacion de la memoria y de componentes emocionales. Finalmente, las
neuronas colinérgicas del estriado juegan un papel primordial en el control de la
actividad motora (Flores-Soto y Segura-Torres, 2005).

M+

- . /\/l

CH:

Figura 4. Estructura quimica de la acetilcolina

2.6.2 Sintesis

En el cerebro de los mamiferos, la informacion entre las neuronas se
transmite a través de neurotransmisores, que se liberan en las sinapsis como
respuesta a un estimulo especifico. El neurotransmisor secretado actda en sitios
receptores especializados y altamente selectivos, que se localizan en la célula

postsinaptica, lo que provoca cambios en el metabolismo de esta, los cuales
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modifican su actividad celular. Uno de los neurotransmisores involucrados en este

proceso es la ACh (Flores-Soto y Segura-Torres, 2005).

La ACh se sintetiza a partir de la colina, que se acumula en las neuronas
colinérgicas mediante una reaccion con la enzima acetil CoA y bajo la influencia
enzimatica de la colina acetiltransferasa (CAT). La CAT se localiza en el SNC,
especificamente donde tiene lugar la sintesis de ACh. La mayor actividad de la
CAT se encuentra en el nacleo interpeduncular, el ndcleo caudado, la retina, el
epitelio coronal, el hipocampo, la corteza cerebral y las raices ventrales de la
médula espinal; se sintetiza en el soma neuronal y viaja a lo largo del axoén,
posiblemente unida a los neurotdbulos, que actian como transportadores; sin
embargo, también se ha sefialado la sintesis de esta proteina en los axones

preterminales y botones terminales (Flores-Soto y Segura-Torres, 2005).

2.6.3 Liberacion

En las terminales colinérgicas el neurotransmisor es sintetizado en el
citoplasma, de donde puede ser liberado directamente al espacio sinéptico, o bien,
ser transportado al interior de las vesiculas sinpticas para ser liberado por

exocitosis (Flores-Soto y Segura-Torres, 2005).

En este proceso, la acetilcolina contenida en vesiculas es liberada al
exterior al fusionarse la membrana vesicular con la membrana de la terminal
presinaptica. Este mecanismo esta constituido por varias etapas; primeramente,
las vesiculas transportan el neurotransmisor a su interior mediante una proteina
transportadora con 12 dominios transmembranales, que utilizan un gradiente
electroquimico generado por una bomba (ATPasa) de protones (H+). La mayor
parte de las vesiculas sinapticas (~90%) que contienen el neurotransmisor, no
estan libres en el citoplasma, sino que se encuentran unidas al citoesqueleto de la

terminal presinaptica mediante la interaccion de proteinas presentes en la
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membrana de la vesicula (sinapsinas | y Il) con proteinas del citoesqueleto

(Flores-Soto y Segura-Torres, 2005).

Caracteristicamente, las sinapsinas son fosforiladas por diversas cinasas
de proteina, que incluyen las cinasas | y Il, dependientes de iones de Ca++ y de la
proteina calmodulina (CaMK | y CaMK II), y por la cinasa dependiente de AMPc
(PKA). Cuando un potencial de accion alcanza la terminal nerviosa, se genera un
potencial de membrana que activa canales de Ca++. Debido al gradiente
electroquimico, se genera un influjo de iones de Ca++, que en conjunto con la
calmodulina activan las cinasas CaMK | y CaMK I, las que fosforilan a la sinapsina
| (CaMK | y CaMK 1l) y a la sinapsina Il (CaMLII) (Flores-Soto y Segura-Torres,
2005).

La adicion de un grupo fosfato a las sinapsinas debilita la unién de las
vesiculas sinapticas al citoesqueleto, facilitando asi su transporte a la zona activa.
Una vez transportadas, las vesiculas se fijan a la zona activa (anclaje o “docking”),
donde experimentan un proceso que las hace competentes para la exocitosis

(maduracion o “priming”) (Flores-Soto y Segura-Torres, 2005).

La propagacion del impulso nervioso hacia la terminal axdnica,
despolariza la terminal, llevando su potencial desde -70 mV hasta +20 o +30 mV,
lo que permite la apertura de canales de Ca++ sensibles al voltaje, particularmente
aguellos que se abren en el rango de -20 a 0 mV (canales de alto umbral, que
incluyen a los tipos L, N, P y Q). La apertura de estos canales permite que en su
vecindad se formen zonas de alta densidad (“nubes”) de Ca++, donde su
concentracion llega a ser hasta de 100-200 M, es decir, 1,000 veces la
concentracion en reposo (100-200 nM) (Flores-Soto y Segura-Torres, 2005).

El aumento de la concentracibn de Ca++ afecta a diversas proteinas,
entre ellas, aquellas involucradas en la exocitosis, en un proceso donde una

proteina, la sinaptotagmina, parece funcionar como un sensor de Ca++, que
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termina de manera subita el proceso de fusion de la vesicula una vez que se han
formado complejos por proteinas, como la sintaxina, la SNAP-25, el factor sensible

a netilmaleimida (NSF) y proteinas de uniébn a NSF o SNAPs (Flores-Soto y
Segura-Torres, 2005).

La acetilcolina liberada al espacio sinaptico actia sobre sus receptores 0
puede ser hidrolizada por accion de la acetilcolinesterasa. Lo anterior permite la
induccion de cambios bioquimicos y eléctricos en la célula postsinaptica, que

depende del tipo de receptor y de la forma en que éste se encuentre sincronizado

con los sistemas de transduccion (Figura 5) (Flores-Soto y Segura-Torres, 2005)
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Figura 5. Sinapsis colinérgica (Modificado de Flores-Soto y Segura-Torres, 2005).
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6.4 Receptores

Los receptores de membrana, cuya funcién principal es la transduccion de

sefales, pueden dividirse en dos tipos:

1. Los receptores que permiten la apertura de canales i6nicos, como los
nicotinicos para ACh, GABA y los de glicina, que poseen un sitio de union para el
neurotransmisor y contiene el canal idnico responsable de transmitir la sefial hacia

el interior de la célula.

2. Un segundo tipo de receptor que interactia con proteinas unidas a

nucleétidos de guanina (proteina G), como los colinérgicos de tipo muscarinico.

Los receptores muscarinicos estan presentes en diversos oOrganos y
tejidos en la periferia (tejido cardiaco, musculo liso y glandulas exdcrinas) y dentro
del sistema nervioso central. En el cerebro, los receptores muscarinicos estan
presentes en terminales sinapticas, regulando la liberacién de neurotransmisores
autorreceptores y heterorreceptores. Poseen, asimismo, una localizacion
somatodendritica en diversos tipos de neuronas, tanto colinérgicas como de otros

tipos (Flores-Soto y Segura-Torres, 2005).

Los receptores muscarinicos son una superfamilia de receptores
acoplados a proteinas G, responsables de la mediacion metabotropica de los
efectos del neurotransmisor acetilcolina.

En los seres humanos y otros mamiferos, los cinco subtipos de
receptores han sido identificados, denominados M1 a M5, y estos
han sido subdivididos en M1/M3/M5 y M2/M4 subgrupos basada en similitudes de
secuencia o preferencias de transduccion de sefales de acoplamiento. Todos son
receptores de membrana con una estructura comun, con siete dominios
transmembranales y los extremos, tanto amino como carboxilo terminal, dentro y

fuera de la neurona, respectivamente (Thomas et al., 2008).
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El tercer bucle intracelular es el mas largo y constituye el nexo de union
con las proteinas G, cuyo acoplamiento es necesario para la activacion de los
mecanismos efectores. Asi, los sistemas de receptores dependientes de
proteinas G estan formados por tres proteinas distintas: la proteina receptora o de
reconocimiento, la proteina G y la proteina efectora (Figura 6) (Richmond y

Jorgensen, 1999; Struckmann et al., 2003).

Los receptores acoplados con proteinas G, entre los que se encuentran
los muscarinicos, pueden ejercer gran variedad de acciones intracelulares, segun
el tipo de proteina G a la que se encuentren acoplados, que incluyen respuestas
rapidas o lentas, con activacion/inhibicion de diversas vias de mensajeros
intracelulares o segundos mensajeros. Las cuatro vias principales estan mediadas
por AMP ciclico, GMP ciclico, iones Ca++ y por productos de la hidrdlisis de

fosfato de fosfatidilinositol (Thomas et al., 2008).
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Figura 6. Estructura de los receptores de acetilcolina. a) Se esquematiza la
estructura del receptor de tipo muscarinicos. I-VIl, dominios transmembranales. il,
i2, i13; asas citoplasmaticas; el, e2, e3; asas extracelulares. NH2, extremo amino
terminal; COOH, extremo carboxilo terminal y nicotinico. b) Este tipo de receptores
contienen dos subunidades del tipo a y el resto de los tipo b, d y g y varios sitios
de unidn a agonistas y antagonistas selectivos.
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2.6.5 Agonistas y antagonistas del sistema colinérgico

Una clasificacibn de los agonistas colinérgicos es: 1) acetilcolina y
diversos colinésteres sintéticos y 2) alcaloides colinomiméticos naturales (en
particular pilocarpina, muscarina y arecolina) y sus congéneres sintéticos (Heller-
Brown y Taylor, 1996). Diversos sistemas de neurotransmision se estudiaron en
relacion con el aprendizaje y la memoria espacial, aunque una inspeccion
detallada de los datos revela que la acetilcolina y el glutamato son los mas

investigados como agonistas (Myhrer, 2003).

Los antagonistas impiden los efectos de la ACh al bloquear su fijacién a
los receptores colinérgicos muscarinicos a nivel de los sitios neuroefectores en el
musculo liso, el musculo cardiaco y las células glandulares, lo mismo que en
ganglios periféricos y sistema nervioso central (Bloom, 1996). En general, las
manipulaciones farmacolégicas que suprimen la actividad colinérgica
(escopolamina, mecamilamina, atropina, benzotropina, bromuro de quinuclidlio,
pirencepina y telencepina) producen deterioro en la ejecucion del laberinto de
agua. Sin embargo, los efectos de los agonistas colinérgicos como la nicotina
dependen de distintos factores, como la especie, la dosis, la forma de

administracion y la duracion del tratamiento (Vicens et al., 2003).

Uno de los principales anticolinérgicos utilizados es la escopolamina, esta
droga es un alcaloide cuaternario que actla como antagonista competitivo de la
acetilcolina en los receptores muscarinicos y es soluble en agua (Salcedo y
Martinez, 2001).

2.7 Vias cerebrales colinérgicas

Numerosas evidencias indican que la integridad funcional del sistema
colinérgico central es necesaria para la consolidacién de la memoria de tareas

instrumentales (Malgor-Valsecia, 2000).
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La distribucion y morfologia de las neuronas colinérgicas es muy variada.
Las que tienen axones cortos se pueden considerar como interneuronas, son muy
abundantes en el estriado, donde establecen una estrecha relacion funcional con
las neuronas dopaminérgicas, cuyas terminales son muy abundantes en esta
zona. Los nucleos de los pares craneales tienen también abundantes
interneuronas colinérgicas, lo mismo que toda la médula espinal. Otras
interneuronas colinérgicas se encuentran en la corteza cerebral de los roedores,

pero no tienen su equivalente en primates (Diaz-Hernandez et al., 2000).

Las vias cerebrales colinérgicas con axones largos tienen una localizacion
mas difusa que las aminérgicas, y no siempre sus cuerpos celulares tienen
correspondencia con nucleos definidos. La via colinérgica que sale de la base del
cerebro anterior, cuyos cuerpos celulares se encuentran en el septum, la banda
diagonal de Broca, pallidum ventral y, sobre todo, el nacleo basal de Meynert, se
extiende hasta el bulbo olfativo, corteza, amigdala y/o hipocampo, quedando toda

la via del sistema de recompensa cerebral bajo su influencia (Mesulam, 1995).

Una disminucién de la funcionalidad de esta via parece ser el origen de
disfunciones cerebrales, como el Alzheimer, la demencia asociada con aparicion
de cuerpos de Lewy, incluso alguna variante de Parkinson. Una segunda via
colinérgica tiene sus cuerpos neuronales, localizados mas caudalmente, en la
zona del mesencéfalo y del nacleo tegmental lateral, en el piso del cuarto
ventriculo. Los axones de este sistema inervan el tadlamo, el hipotadlamo,
practicamente todos los nucleos del cerebro medio, la habénula, etc. (Figura 7)
(Perry et al., 1999). Su relevancia en enfermedades neurodegenerativas es

todavia discutida.
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Figura 7. Distribucién de las vias colinérgicas en cerebro (Modificado de Flores-
Soto y Segura-Torres, 2005).

2.8 Los laberintos como una herramienta para el estudio de la neurobiologia

del aprendizaje y la memoria

Para el estudio del aprendizaje y la memoria se han desarrollado diversos
procedimientos conductuales, entre los cuales han tomado gran importancia el uso
de laberintos, tales como el laberinto radial, el laberinto en T, el laberinto acuético
de Morris, etc. Con ayuda de estos procedimientos y otras manipulaciones
experimentales, asi como evidencia clinica en pacientes con diversa patologias de
la memoria se ha logrado clasificar la memoria en funcion del tipo de informacion
gue se almacena. Los entrenamientos en los diferentes tipos de laberintos,
permiten sefialar mas concretamente resultados en estrategias de busqueda,
navegacion espacial, conducta espacial, entre otros. Los estudios en laberintos
resultan muy Utiles para investigar los mecanismos neurobiolégicos involucrados

en el aprendizaje y la memoria espacial. Ademas, resulta mas facil detectar y
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cuantificar las diferentes estrategias de busqueda, asi como su mayor sensibilidad
a los cambios que en estas estrategias producen las lesiones cerebrales o la
administracion de farmacos (Vicens et al., 2003).

En suma, a pesar de su relativa simplicidad, los laberintos constituyen un
paradigma sensible a numerosos factores conductuales, farmacolégicos e incluso
sociales. El hecho de que se puedan realizar distintos procedimientos
experimentales que permiten diferenciar entre los aspectos espaciales y no
espaciales de la tarea, asi como la posibilidad que brinda de obtener un
exhaustivo repertorio conductual, hacen que estos modelos sean uno de los mas
aplicados en el estudio del aprendizaje. Ademas, la utilizacién virtual del laberinto
acuatico en la experimentacion con humanos confirma en gran medida lo hallado
con roedores y demuestra que este paradigma es un instrumento critico para el

estudio del aprendizaje y la memoria espacial (Vicens et al., 2003).

2.8.1 Laberinto Acuatico de Morris

El modelo del laberinto de agua refleja la complejidad de la navegacion
espacial, mostrando cémo los animales se orientan eficientemente en el espacio
mediante su capacidad de establecer y retener asociaciones entre estimulos
ambientales. A pesar de tratarse de una tarea aversivamente motivada que causa
cierto grado de estrés, lo que podria estar influyendo en su ejecucion, este
paradigma resulta muy Util para investigar los mecanismos neurobiolégicos
involucrados en el aprendizaje y la memoria espacial. Un aspecto metodoldgico
importante es que permite una evaluacion exhaustiva de la capacidad espacial de
los animales, tanto en los ensayos de entrenamiento como en la prueba final,
pudiéndose obtener diferentes medidas de la conducta espacial. Ademas, en
comparacion con el laberinto radial, el laberinto acuatico posee ciertas ventajas
como es el que resulte mas facil detectar y cuantificar las diferentes estrategias de
busqueda, asi como la mayor sensibilidad a los cambios que en estas estrategias

producen las lesiones cerebrales o la administracion de farmacos y el hecho de

31



gue no requiera de privacion de agua o comida para su buena ejecucion (Hodges,
1996).

En suma, a pesar de su relativa simplicidad, el LAM constituye un
paradigma sensible a numerosos factores conductuales, farmacologicos e incluso
sociales. A demas de utilizacion virtual en la experimentacibn con humanos
confirma en gran medida lo hallado con roedores y demuestra que este paradigma

es un instrumento Util para el estudio del aprendizaje y la memoria espacial.

2.8.2 Estudios en el laberinto acuatico de Morris

Desde el disefio del LAM en 1981 por Richard G. Morris, hasta la
actualidad, los investigadores han utilizado este modelo para evaluar el
aprendizaje y la memoria espacial en ratas de laboratorio y, desde entonces, se ha
convertido en uno de los instrumentos de uso mas frecuente en la Neurobiologia.
Por lo que es de esperar encontrar numerosos experimentos de toda indole, entre
los que se encuentran: experimentos relacionados con diferencias en sexo, edad,
dietas, especies, cepas, farmacos y lesiones cerebrales entre, otros. Algunos
estudios en los que se realizaron manipulaciones del sistema colinérgico son los

siguientes:

Lamberty y Gower (1991) demostraron los efectos de manipulaciones del
sistema colinérgico sobre la adquisicién y retencion de tareas entrenadas en
laberintos convencionales, en el laberinto radial y en el LAM. Los anticolinérgicos
produjeron una interferencia importante con estos procesos mnémicos, aunque

también se han encontrado excepciones (Hagan et al., 1986).

Existe abundante literatura, en la que se muestra que al bloquear

farmacoldgicamente los receptores colinérgicos muscarinicos (via intraperitoneal)
con atropina 0 escopolamina y al bloquear los receptores nicotinicos

intraestriatalmente con metoctramina, al igual que en otras tareas, se induce un

32



deterioro en el desempefio del LAM (Whishaw y Petrie, 1988; Prado-Alcala et al.,
1993; Kikusui et al., 1999; Steckler y Holsboer, 2001; Nieto-Escamez et al., 2002;
Lazaris et al., 2003).

Riekkinen y Riekkinen (1997) reportaron que la escopolamina solo
deteriora la sesion de adquisicion en la tarea de laberinto acuatico, pero no tuvo
efecto sobre la consolidacién y evocacion, lo que sugiere que la activacion de los
receptores muscarinicos en el hipocampo solo se necesita durante la etapa de
adquisiciéon. Kim y Ryu (2008), reportaron de igual forma que, la administracion de
escopolamina inmediatamente después de la sesion de adquisicion o 30 minutos
antes de la sesion de evocacion no tiene efecto en el rendimiento del LAM. Estos
resultados indican que la neurotransmision colinérgica juega un papel importante
en la fase de adquisicion, pero no en la consolidacion o en la fase de evocacion de

la memoria de trabajo espacial en el LAM.

La secuencia de los mecanismos moleculares que fundamentan la
potenciacion a largo plazo (LTP) ha sido propuesta como la base de la
consolidacion de la memoria (Malenka, 2003). Se cree que el LTP es un tipo de
plasticidad sindptica que subyace en el aprendizaje y la memoria. El bloqueo
muscarinico o la lesion de las neuronas colinérgicas no afecta la LTP del
hipocampo (Jouvenceau et al., 1996). Estos mecanismos podrian explicar por qué
la escopolamina no tiene ningun efecto sobre la consolidacion de la memoria en el

hipocampo dependiente de la memoria de trabajo espacial.

Robinson et al. (2004) utilizé la prueba de agudeza visual en el LAM con
ratas y ratones para revelar la sensibilidad del sistema visual por el bloqueo de
receptores muscarinicos. Inyectaron intraperitonealmente 0.2 mg/kg de
escopolamina, teniendo como resultado que no se afecta la agudeza visual, pero 2
mg/kg comprometen severamente la agudeza visual, encontrando asi mismo que

no se afecta la estrategia de nado para resolver la prueba.
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen estudios que demuestran la participacion del sistema colinérgico
central en los procesos de aprendizaje y memoria (Whishaw y Petrie, 1988;
Lamberty y Gower, 1991; Quirarte et al., 1994; Steckler y Holsboer, 2001; Quirarte
y Prado-Alcala, 2004). Por ejemplo, al administrar antagonistas colinérgicos de
manera sistémica o intracerebral a ratas entrenadas bajo niveles moderados de
entrenamiento o intensidades moderadas de choque eléctrico se bloquea el
proceso de consolidacion de la memoria y como consecuencia se produce
amnesia (Prado-Alcalda y Cobos-Zapiain, 1977; Quirarte et al., 1994). Dichos
estudios han demostrado que el sistema colinérgico es indispensable para la
consolidacion de la memoria. Sin embargo, cuando los sujetos experimentales son
expuestos a situaciones de aprendizaje incrementado, esos tratamientos
amneésicos dejan de ser efectivos, es decir, la consolidacion de la memoria se
realiza adecuadamente (Prado-Alcala y Cobos-Zapiain, 1977; Prado-Alcala et al.,
1978; Duran-Arevalo et al., 1990; Quirarte et al., 1993; Prado-Alcala et al., 2006).
La falta del estado amnésico ha sido observada en tareas reforzadas
positivamente como el apretdn de palanca y la alternancia espacial (Prado-Alcala
y Cobos-Zapiain, 1977; Prado-Alcala et al., 1978) asi como en tareas motivadas
por eventos aversivos como la evitacion inhibitoria y la evitacion activa (Prado-
Alcald et al., 1980; Giordano y Prado-Alcala, 1986; Duran-Arevalo et al., 1990;
Quirarte et al., 1993). Sin embargo, no existe informacion acerca de si el sistema
colinérgico central participa en la tarea de LAM con plataforma oculta utilizando
niveles moderados de entrenamiento y si cuando se incrementan los niveles de
entrenamiento este sistema neuroquimico ya no se requiere. Con la finalidad de
conocer si al interferir con el sistema colinérgico de animales entrenados en la
tarea de LAM existe al igual que en otras tareas el efecto protector contra la
amnesia, se realizd6 un estudio en donde se administraron i.p. a grupos
independientes de ratas, diferentes dosis de escopolamina (0.4 y 0.8 mg/kg)
después del entrenamiento moderado y en dos versiones diferentes del

entrenamiento incrementado (masivo y espaciado).
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IV. HIPOTESIS

1. La administracién intraperitoneal de escopolamina, producira deterioro en la
memoria generada por un aprendizaje espacial con niveles moderados de

entrenamiento.

2. La administracion intraperitoneal de escopolamina, no producira deterioro en
la memoria generada por un aprendizaje con niveles altos de entrenamiento

(espaciado y masivo).

V. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto que tiene el bloqueo del sistema colinérgico central
en la retencion de la memoria de una tarea de laberinto acuético de Morris (LAM)
con plataforma oculta (memoria espacial) en condiciones de entrenamiento

moderado y de entrenamiento incrementado (masivo y espaciado).

Objetivos especificos

1. Determinar el efecto producido por diferentes dosis de escopolamina 0.4 y 0.8
mg/kg y 0.8 mg/kg de metilescopolamina administradas intraperitonealmente para
el entrenamiento moderado.

2. Determinar el efecto producido por diferentes dosis de escopolamina (0.4 y 0.8

mg/kg), para el entrenamiento masivo y espaciado.
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VI. METODOLOGIA

El experimento se realizo en las instalaciones del Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México ubicado en el
Campus Juriquilla, Querétaro, Qro., en el Laboratorio de Aprendizaje y Memoria.
El protocolo experimental de la presente tesis fue aprobado por el comité de
bioética del INB-UNAM para el uso de animales experimentales y acorde a las
normas estipuladas en “Guide for care and Use of Laboratory” del NIH (ILAR,
1996).

6.1 Sujetos

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de un peso aproximado de
250 g, al momento de la sesion de adquisicion. Estas ingresaron al Bioterio del
Laboratorio de Aprendizaje y Memoria del INB, por lo menos una semana antes de
ser sometidas a manipulacién, donde se mantuvieron con una temperatura
controlada y un ciclo de luz oscuridad de 12:12 hrs., iniciando el periodo de luz a
las 7:00 am. Todas las ratas se colocaron en cajas habitacion de acrilico

individuales con acceso libre a agua y alimento.

6.2 Manipulacion

Las ratas fueron manipuladas en dos sesiones, antes de iniciar el
experimento, en cada una de estas sesiones se ambientaron cerca del lugar de
trabajo por una hora, antes y después de la manipulacion (estas se hicieron en un
mismo horario y cuidando de tener las mismas condiciones). La manipulacion tuvo
una duracion de tres a cinco minutos y consistié en tomar a la rata gentilmente,
acariciarla (pasar la palma de la mano del experimentador sobre el cuerpo de la
rata) y colocarla con las patas traseras en la mesa simulando la inyeccion

presionando la piel del area ventral, de tres a cinco minutos, la finalidad fue
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acostumbrar a las ratas a la mano del experimentador asi como disminuir el

estrés. Al final de la manipulacién se tomo el peso de cada rata.

6.3 Aparatos

Para la tarea del LAM, se utiliz6 un tanque circular negro de plastico con
diametro de 154 cm. con una altura de 60 cm y una base de metal que lo sostiene
de una altura de 58 cm. Se llen6 con agua hasta una profundidad de 21 cm, con
una temperatura de 25°C + 1°C. Las cuatro posiciones de inicio estan marcadas
en la cara externa del tanque con norte, sur, este y oeste, dividiendo en cuatro
cuadrantes el tanque. Se utilizé una plataforma cuadrada de acrilico negra (11.7 X
11.7), que se coloco dentro de uno de los cuadrantes del laberinto y quedo
sumergida a 1 cm de profundidad bajo el nivel del agua (Figura 8).El cuarto en el
que se encuentra el laberinto acuéatico tiene una dimension de 236 cm x 225 cm x
242 cm, es sonoamortiguado y esta pintado de blanco. En tres de sus paredes se
colocaron carteles como sefiales. El tanque y las sefiales fueron iluminadas por
tres lAmparas que son equidistantes. Todos los experimentos fueron registrados

con el sistema computacional SMART (SMART, San Diego Instruments).

~ > 4 7
@

Plataforma
oculta

Figura 8. Laberinto acuatico de Morris. Representacion del tanque circular, la
plataforma oculta, las claves visuales y parte del sistema de video (SMART, San
Diego Instruments).
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6.4 Grupos

6.4.1 Experimento |. Entrenamiento Moderado

Las ratas se entrenaron bajo el protocolo de entrenamiento moderado. Se
formaron cuatro grupos de 10 animales cada uno, tres experimentales y uno
control. Al primer grupo se le administr6 escopolamina 0.4 mg/kg, al segundo
escopolamina 0.8 mg/kg, al tercero metilescopolamina 0.8 mg/kg (substancia que
no cruza la barrera hematoencefalica) con el objetivo de mostrar que el efecto
amnésico inducido por la escopolamina se debe a la interferencia con mecanismos
de la acetilcolina central involucrados en la consolidacion de la memoria y no al
bloqueo de receptores colinérgicos periféricos, que pudieran estar evitando el

aprendizaje de las ratas. El cuarto grupo recibi6 vehiculo (solucion salina).

El entrenamiento consistié en una sesion de 10 ensayos, cuyos puntos de
inicio fueron designados aleatoriamente (N, S, E, O). La administracion de los

farmacos se realiz6 al final de la sesion.

6.4.2 Experimento Il. Entrenamiento incrementado masivo

Las ratas se entrenaron bajo el protocolo de entrenamiento incrementado
masivo. Se dividieron en tres grupos de 10 animales cada uno, dos
experimentales y uno control. A los cuales se les administré 0.4 y 0.8 mg/kg de
solucion de escopolamina respectivamente. El grupo control recibié vehiculo

(solucion salina).
La sesién de entrenamiento consisti6 en una sesion de 20 ensayos,

designados aleatoriamente (N, S, E, O). Al final de los cuales se administro el

tratamiento.
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6.4.3 Experimento Ill. Entrenamiento incrementado espaciado

Las ratas se entrenaron bajo el protocolo de entrenamiento incrementado
espaciado. Se dividieron en tres grupos de 10 animales cada uno, dos
experimentales y uno control. A los cuales se les administro 0.4 y 0.8 mg/kg de
solucion de escopolamina respectivamente. El grupo control recibié vehiculo

(solucién salina).

La sesion de entrenamiento consistid en cuatro sesiones de 5 ensayos
designados aleatoriamente (N, S, E, O). Estos fueron llevados a cabo con un dia
de descanso entre cada sesién. Al final de cada una de las cuatro sesiones se

administré el tratamiento.

6.4.4 Experimento IV. Entrenamiento incrementado masivo con inyecciones

multiples

Las ratas se entrenaron bajo el protocolo de entrenamiento incrementado
masivo. Se dividieron en dos grupos de 10 animales cada uno. Al primero se le
administré 0.8 mg/kg de solucién de escopolamina y al segundo se le administré
vehiculo como grupo control, alternando los dias de administracion, iniciando la
primera inyeccion 5 dias antes del entrenamiento incrementado masivo con
inyecciones mudltiples, asi como la misma dosis inmediatamente después de
finalizar la sesién de entrenamiento, recibiendo un total de cuatro inyecciones. Con
el objetivo de conocer si la administracion de escopolamina que no produjo efectos
amnésicos en el entrenamiento incrementado espaciado pudiera deberse a la
administracion repetida de la droga o a las mdultiples sesiones de entrenamiento. El
entrenamiento consistio en una sesion de 20 ensayos designados aleatoriamente
(N, S, E, O).
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6.5 Farmacos

Los farmacos fueron preparados el mismo dia de la administracion, para

gue se tuviera un efecto éptimo.

Se utilizaron las dosis de 0.4, 0.8 mg/kg de escopolamina y 0.8 mg/kg de
metilescopolamina, debido a que reportes previos mostraron la accion de estas
dosis (Duran-Arevalo et al., 1990; Cruz-Morales et al., 1992; Quirarte et al., 1994;
Packard, 1998).

6.5.1 Preparacion del farmaco

La escopolamina y la metilescopolamina se pesaron en condiciones de
minima luz (debido a que son fotosensibles), para disolver las drogas se agrego
solucién salina con la ayuda de pipetas de tal forma que se inyectd 1ml/kg. Se
cubrié el frasco que contenia la droga con papel estafio. Se utilizé el vortex para

homogenizar la solucion, al finalizar esto se equilibré el pH a 7.

6.5.2 Preparacion del vehiculo

Se utilizé solucién salina 0.9% como vehiculo con pH 7 para el grupo

control.

6.6 Inyeccion

Para estudiar el proceso de consolidacion, las inyecciones fueron
administradas inmediatamente al finalizar la sesion o sesiones (segun sea el caso)
de la tarea por via intraperitoneal; inyectando un volumen de 1ml/kg de la dosis
correspondiente, con la ayuda de jeringas de insulina de 100 unidades (para el
caso del entrenamiento moderado y el entrenamiento incrementado espaciado y

masivo). De esta manera, cualquier efecto sobre la memoria puede adjudicarse al
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efecto del tratamiento y no a defectos potenciales en los sistemas aferentes o
eferentes, es decir a deficiencias en la percepcion del contexto o a deficiencias en
la actividad motora necesaria para ejecutar la respuesta condicionada. En el caso
del entrenamiento incrementado masivo con inyecciones multiples, tres
inyecciones fueron dadas antes del entrenamiento y una ultima al finalizar la

sesion.

6.7 Pruebas conductuales

6.7.1 Sesién de adquisicion

A las ratas se les dio una sesidon de entrenamiento que consiste en un
namero determinado de ensayos. En cada ensayo la rata fue colocada dentro del
tanque. Se introdujo con el hocico apuntando hacia la pared en uno de los 4
puntos designados para el inicio (Norte, Sur, Este y Oeste), la rata puede escapar
mediante una plataforma oculta, colocandose encima de ella para poder huir del
agua. Se utiliz6 un mismo lugar para la plataforma (cuadrante superior derecho)

durante los ensayos y diferentes puntos de inicio en cada ensayo (Figura 9).

Si la rata no escapaba dentro de un tiempo de 60 segundos, se guiaba
manualmente hacia la plataforma de escape. Una vez en la plataforma se le
permitia permanecer alli durante 20 segundos, después de los cuales era retirada
del laberinto, secada y colocada en una caja, en donde se les dejaba descansar
brevemente por un intervalo de 30 segundos antes de iniciar el siguiente ensayo.
La latencia de llegada a la plataforma de escape fue registrada y usada como una
medida para la adquisicion, que fue dada por el andlisis del programa
computacional SMART (San Diego Instruments).
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Figura 9. Esquema en el que se muestra la localizacion de los puntos de inicio
del dia de entrenamiento en la plataforma oculta. Los puntos cardinales estan
abreviados con letras, Norte (N), Sur (S), Este (E) y Oeste (O); los numeros
indican el orden de los ensayos.

6.7.2 Prueba de transferencia a las 24 horas y a los 7 dias

Esta se hizo 24 horas y 7 dias después del entrenamiento. Para llevar a
cabo esta prueba se retird la plataforma y se hizo un solo ensayo de 120
segundos (se introdujo a la rata desde el punto de inicio con el hocico apuntando
hacia la pared y se le dejé nadar libremente) (Figura 10). Esta prueba consistio en
medir el tiempo que tardo en llegar la rata al lugar en donde se encontraba la
plataforma, la finalidad fue medir la memoria de la tarea. Esta forma de medir la

memoria se ha reportado en muchos experimentos (Morris, 1981; Lamberty y
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Gower, 1991; Riekkinen y Riekkinen, 1997; Ramirez-Amaya et al., 2001; Vicens et
al., 2003; Kim y Ryu, 2008).

Figura 10. Esquema en el que se muestra la localizacion del punto de inicio para la
prueba de transferencia y se indica la plataforma de escape virtual Los puntos
cardinales estan abreviados con letras, Norte (N), Sur (S), Este (E) y Oeste (O).

6.8 Analisis estadistico

Los resultados se analizaron con estadistica paramétrica. El analisis
utilizado en la sesion de adquisicion fue un analisis de varianza (ANOVA) de dos
vias de medidas repetidas, en todos los entrenamientos Los resultados del dia de
la prueba se analizaron con ANOVA de un via. Cuando existieron diferencias
significativas se utilizo la prueba post hoc de Tukey. El valor de significancia
utilizado fue de p< 0.05.
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VIl.  RESULTADOS

7.1 Experimento |. Entrenamiento Moderado

a) Sesion de adquisicion

Las latencias de escape (tiempo de llegada a la plataforma en segundos)
durante los 10 ensayos en la sesion de entrenamiento de los diferentes grupos
(vehiculo, escopolamina 0.4, escopolamina 0.8 y metilescopolamina 0.8 mg/kg), se
analizaron utilizando la prueba de ANOVA de dos vias de medidas repetidas. No
se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, como era de
esperarse ya que los tratamientos fueron administrados después del
entrenamiento. El analisis de la respuesta a lo largo de los ensayos mostré
diferencias estadisticamente significativas (F [37.07], g.l.= 9, p= 0.001), indicando

gue los sujetos disminuyeron la latencia de llegada a la plataforma.

Si consideramos al aprendizaje como el proceso por medio del cual hay
un cambio en la conducta, podemos comprobar que hubo aprendizaje
comparando el primer ensayo contra el Gltimo para cada grupo. Utilizando la
prueba post hoc de Tukey se encontraron diferencias significativas p< 0.05,

indicando que los animales aprendieron la tarea.

Por otra parte, el analisis de varianza de una via para las latencias de
escape del ensayo 10, mostro que no hubo diferencias significativas entre los
grupos, esto mostré que los grupos estudiados tuvieron el mismo nivel final de
aprendizaje. En la Figura 11 se observa la latencia de escape a la plataforma de
los diferentes grupos para el entrenamiento moderado en el LAM con plataforma

oculta.
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Figura 11. Promedio de las latencias de escape con error estandar durante la
sesion de entrenamiento moderado con 10 ensayos de los grupos tratados con
vehiculo, escopolamina 0.4, escopolamina 0.8 o metilescopolamina 0.8 mg/kg. El
asterisco indica diferencias significativas p< 0.05 entre el ensayo 1y el ensayo 10,
indicando que los animales aprendieron la tarea.

b) Prueba de transferencia a las 24 hrs

Se realiz6 el andlisis de las latencias de escape a la plataforma virtual
(tiempo de llegada al lugar donde se encontraba la plataforma) durante el ensayo
del dia de la prueba, utilizando el analisis de varianza de una via. Los resultados
de esta prueba mostraron que hubo diferencias significativas entre los grupos
vehiculo, escopolamina 0.4, escopolamina 0.8 y metilescopolamina 0.8 mg/kg (F
[4.09], g.l.= 3, p= 0.0134). La prueba post hoc de Tukey mostr6 que el grupo de
escopolamina 0.8 mg/kg difirio significativamente del grupo control (p< 0.05). Lo
que indica que el grupo al que se le administré escopolamina 0.8 mg/kg presento
amnesia. En la Figura 12A se observa la latencia de escape a la plataforma virtual

de los diferentes grupos que recibieron entrenamiento moderado en el LAM.
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c) Prueba de transferencia a los 7 dias

Se realiz6 el andlisis de las latencias de escape durante el ensayo del dia
de la prueba, utilizando el analisis de varianza de una via. Los resultados de esta
prueba mostraron que hubo diferencias significativas entre los grupos vehiculo,
escopolamina 0.4, escopolamina 0.8 y metilescopolamina 0.8 mg/kg (F [6.51], g.l.=
3, p= 0.0.0012). La prueba post hoc de Tukey mostr6 que el grupo de
metilescopolamina 0.8 mg/kg difiri6 significativamente del grupo escopolamina 0.4
y 0.8 mg/kg (p< 0.05), lo que indica que el grupo escopolamina 0.8 mg/kg
mantiene la amnesia encontrada a las 24 hrs, el grupo 0.4 mg/kg disminuyo la
respuesta aprendida y el vehiculo se comporta de igual forma que el grupo de

metilescopolamina (es decir no presentaron amnesia).

En la Figura 12B se observa la latencia de escape a la plataforma virtual

de los diferentes grupos para el entrenamiento moderado en el LAM.
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Figura 12. Promedio de las latencias de escape con error estandar de los grupos
(vehiculo, metilescopolamina 0.8, escopolamina 0.4 y escopolamina 0.8 mg/kg)
para el entrenamiento moderado. En A la prueba realizada a las 24 hrs, el
asterisco indica P < 0.05 al comparar el grupo control con el grupo escopolamina
0.8 mg/kg y en B la prueba a los 7 dias, los asteriscos indican P < 0.05 al
comparar los grupos escopolamina 04 y 0.8 mg/kg con el grupo
metilescopolamina 0.8 mg/kg.
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7.2 Experimento Il. Entrenamiento incrementado masivo

a) Sesion de adquisicion

Se realiz6 el analisis de las latencias de escape de los 20 ensayos de la
sesion de entrenamiento de los diferentes grupos (vehiculo, escopolamina 0.4 y
escopolamina 0.8 mg/kg) utilizando la prueba de ANOVA de dos vias de medidas
repetidas. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos, como era
de esperarse debido a que el tratamiento fue administrado después del
entrenamiento. La respuesta de los sujetos de los grupos estudiados fue la misma.
Cuando se analizaron las latencias de escape a lo largo de los ensayos se
encontraron diferencias estadisticamente significativas; (F [12.19], g..= 19, p=
0.001) indicando que los sujetos disminuyeron la latencia de escape de llegada a

la plataforma a lo largo de los ensayos, lo que indica el aprendizaje de la tarea.

Si consideramos al aprendizaje como el proceso por medio del cual hay
un cambio en la conducta, podemos comprobar que hubo aprendizaje
comparando el primer ensayo contra el dltimo para ello utilizamos la prueba post
hoc de Tukey. Al realizar el analisis, obtuvimos diferencias significativas P< 0.05,

indicando que los animales aprendieron la tarea.

Por otra parte, al realizar el analisis de varianza de una via para las
latencias de escape del ensayo 20, se encontr6 que no hubo diferencias
significativas entre los grupos (vehiculo, escopolamina 0.4 y escopolamina 0.8
mg/kg), esto mostré que los grupos estudiados tuvieron el mismo nivel final de

aprendizaje.
En la Figura 13 se observa la latencia de llegada a la plataforma de los

diferentes grupos que se sometieron al entrenamiento masivo en el LAM con

plataforma oculta.
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Figura 13. Promedio de las latencias de escape con error estdndar durante la
sesion de entrenamiento incrementado masivo con 20 ensayos de los diferentes
grupos tratados con vehiculo, escopolamina 0.4, escopolamina 0.8 mg/kg. El
asterisco indica diferencias significativas entre el ensayo 1 y el ensayo 20,
indicando que los animales aprendieron la tarea.

b) Prueba de transferencia a las 24 hrs

Se realizo el analisis de las latencias de escape durante el ensayo del dia
de prueba utilizando el andlisis de varianza de una via. Los resultados mostraron
gue no existen diferencias estadisticamente significativas en el factor tratamiento
(vehiculo, escopolamina 0.4 y escopolamina 0.8 mg/kg) cuando se analizé el
tiempo que la rata tardo en llegar al lugar donde se encontraba la plataforma. En la
Figura 14A se observan las latencias de escape a la plataforma virtual de los

diferentes grupos para el entrenamiento masivo en el LAM.
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c) Prueba de transferencia a los 7 dias

El anadlisis de las latencias de escape (tiempo de llegada a la plataforma
virtual) durante el ensayo del dia de prueba se realizd utilizando el analisis de
varianza de una via, mostr6 que no existen efectos significativos en el factor
tratamiento (vehiculo, escopolamina 0.4 y escopolamina 0.8 mg/kg) cuando se
analizé el tiempo que la rata tardo en llegar a al lugar donde se encontraba la

plataforma.

En la Figura 14B se observan las latencias de escape a la plataforma

virtual de los diferentes grupos para el entrenamiento masivo en el LAM.
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Figura 14. Promedio de las latencias de escape con error estandar de los grupos
vehiculo, escopolamina 0.4 y escopolamina 0.8 mg/kg) para el entrenamiento
incrementado masivo. En A los promedios de la prueba realizada a las 24 horas y
en B los promedios de la prueba realizada a los 7 dias.
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7.3 Experimento IIl. Entrenamiento incrementado espaciado

a) Sesion de adquisicion

El andlisis de las latencias de escape obtenidas durante el entrenamiento,
se realiz6é utilizando ANOVA de dos vias de medidas repetidas para los grupos
vehiculo, escopolamina 0.4 y escopolamina 0.8 (F [1.84], g.l.= 19, p= 0.001), Los
resultados de la prueba post hoc de Tukey (p< 0.05) en donde se analiza el primer
ensayo contra el ultimo para cada una de las cuatro sesiones del entrenamiento se
observan en la Tabla 1. Estos resultados sugieren que los farmacos administrados
no ocasionaron el efecto amnésico esperado. También se sugiere que las
latencias de escape de los diferentes grupos obtenidas para la Ultima sesién, no
difieren entre si y se mantienen constantes, por lo que se podria decir que ha

llegado a una asintota.

Drogas Ensayos

l1vs5 6vs 10 11vs 15 16 vs 20
Vehiculo Significativo | Significativo | Significativo | No significativo
Escopolamina | Significativo Significativo | No significativo | Significativo
0.4 mg/kg
Escopolamina | Significativo | Significativo | Significativo | No significativo
0.8 mg/kg

Tabla 1. Prueba post hoc de Tukey. Analisis del primer ensayo contra el Ultimo
para cada una de las cuatro sesiones del entrenamiento incrementado masivo
espaciado.

También se analizaron las latencias de escape del ultimo ensayo contra el
primero de la siguiente sesion para cada tratamiento utilizando P< 0.05. Los
resultados arrojados por la prueba post hoc de Tukey no mostraron diferencias

significativas, indicando que el tratamiento no produjo amnesia.
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En la Figura 15 se observa la latencia de escape a la plataforma de los
diferentes grupos para el entrenamiento incrementado espaciado en el LAM con

plataforma oculta.
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Figura 15. Promedios de las latencias de escape con error estandar para el
entrenamiento incrementado espaciado durante las 4 sesiones de entrenamiento
con 5 ensayos por dia de los grupos tratados con vehiculo, escopolamina 0.4,
escopolamina 0.8 mg/kg. Los asteriscos indican diferencias significativas entre el
primer ensayo Yy el Ultimo para cada dia (ver Tabla 1), indicando que los animales
aprendieron la tarea

b) Prueba de transferencia a las 24 hrs

Se realiz6 el andlisis de las latencias de escape durante el ensayo del dia
de prueba de los diferentes grupos utilizando el andlisis de varianza de una via.
Los resultados de esta prueba mostré que no existen efectos significativos en el
factor tratamiento (vehiculo, escopolamina 0.4 y escopolamina 0.8 mg/kg) cuando
se analizo el tiempo que la rata tardo en llegar al lugar donde se coloco la
plataforma. Se puede observar que las latencias alcanzadas por los grupos son
mucho menores que las presentadas por los grupos de entrenamiento moderado,

53



incrementado masivo e incrementado masivo con inyecciones multiples (Figura
47, 51 y 59). En la Figura 16A se observa la latencia de escape a la plataforma
virtual de los diferentes grupos para el entrenamiento espaciado en el LAM.

c) Prueba de transferencia a los 7 dias

Se realiz6 el andlisis de las latencias de escape durante el ensayo del dia
de prueba de los diferentes grupos utilizando el analisis de varianza de una via.
Los resultados de esta prueba mostraron que no existen efectos significativos en
el factor tratamiento (vehiculo, escopolamina 0.4 y escopolamina 0.8 mg/kg)
cuando se analizo el tiempo que la rata tardo en llegar al lugar donde se colocé la
plataforma. Se puede observar que las latencias se mantienen aun bajas en la
prueba a los 7 dias, lo que podria indicar un proceso de conversion de la memoria
de corto a la de largo plazo, posiblemente debido a la frecuencia de las sesiones

de entrenamiento y la droga administrada.

En la Figura 16B se observa la latencia de escape a la plataforma virtual

de los diferentes grupos para el entrenamiento espaciado en el LAM.
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Figura 16. Promedio de las latencias de escape con error estandar de los grupos
(vehiculo, escopolamina 0.4 y escopolamina 0.8 mg/kg) para el entrenamiento
incrementado espaciado. En A la prueba realizada a las 24 horas y en B la prueba
realizada a los 7 dias.
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7.4 Experimento IV. Entrenamiento incrementado masivo con inyecciones

multiples

a) Sesion de adquisicion

Las latencias de escape (tiempo de llegada a la plataforma en segundos)
durante los 20 ensayos en la sesion de entrenamiento cada uno de los grupos
(vehiculo y escopolamina 0.8 mg/kg), se analizaron utilizando la prueba de
ANOVA de dos vias de medidas repetidas. Los resultados de esta prueba
mostraron que no existen efectos significativos en el factor tratamiento, mientras
que si los hubo al analizar el desarrollo de la respuesta a lo largo de los ensayos;
(F [8.79], g.1.= 19, p= 0.001) lo que indica que los sujetos disminuyeron la latencia

de escape de llegada a la plataforma.

Si consideramos al aprendizaje como el proceso por medio del cual hay
un cambio en la conducta, podemos comprobar que hubo aprendizaje
comparando el primer ensayo contra el ultimo. Al realizar el analisis t pareada, de
cada grupo consigo mismo obtuvimos diferencias significativas. p< 0.05, indicando
gue los animales aprendieron bien la tarea a pesar de que el factor tratamiento fue

administrado pre-entrenamiento.

Por otra parte, el analisis de varianza de una via para las latencias de
escape del ensayo 20, mostro que no hubo diferencias significativas entre los
grupos (vehiculo y escopolamina 0.8 mg/kg). Indicando que ambos grupos tienen

el mismo nivel de aprendizaje en el Ultimo ensayo.
En la Figura 17 se observa la latencia de escape a la plataforma de los

diferentes grupos para el entrenamiento incrementado masivo con inyecciones

multiples en el LAM con plataforma oculta.
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Figura 17. Promedios de las latencias de escape con error estandar durante la
sesion de entrenamiento incrementado masivo con inyecciones multiples con 20
ensayos de los grupos tratados con vehiculo y escopolamina 0.8 mg/kg. El
asterisco indica diferencias significativas entre el ensayo 1 y el ensayo 10,
indicando que los animales aprendieron la tarea y las flechas el momento en el
gue fue administrado el tratamiento.

b) Prueba de transferencia a las 24 hrs

Se realizo el analisis de las latencias de escape durante el ensayo del dia
de prueba de los diferentes grupos utilizando el andlisis de varianza de una via.
Los resultados de esta prueba de t mostraron que no existen efectos significativos
en el factor tratamiento cuando se analiz6 el tiempo que la rata tardo en llegar al
lugar donde se colocé la plataforma p> 0.05. En la Figura 18A se observa la
latencia de escape a la plataforma virtual de los diferentes grupos que recibieron

entrenamiento espaciado masivo en el LAM.
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c) Prueba de transferencia a los 7 dias

Se realizé el analisis de las latencias de escape durante el ensayo del dia
de prueba, utilizando el andlisis de varianza de una via. Los resultados de esta
prueba mostraron que no existen efectos significativos en el factor tratamiento
cuando se analiz6 el tiempo que la rata tardo en llegar al lugar donde se coloco la
plataforma p< 0.05. En la Figura 18B se observa la latencia de escape a la
plataforma virtual de los grupos que recibieron entrenamiento espaciado masivo
en el LAM.

58



A 120 -

»
> B vehiculo
2 100 - B escopolamina 0.8 mg/kg
O
a8 n=10 por grupo
© 80 -
®©
e
@ 60 -
©
©
g 40 -
O
3
Q20 -
e
o
0 A
B 120 -

100 -

0 - II

Figura 18. Promedio de las latencias de escape con error estandar de los grupos
(vehiculo y escopolamina 0.8) para el entrenamiento incrementado masivo con
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VIIl. DISCUSION

Los experimentos realizados en la presente tesis demuestran que la
administracion sistémica de un antagonista colinérgico, la escopolamina, produjo
deterioro en la memoria generada por un aprendizaje espacial con niveles
moderados de entrenamiento en la tarea de laberinto acuatico con plataforma oculta.
Estos resultados ya habian sido descritos para otro tipo de tareas como la tarea de
evitacion inhibitoria, con el uso de una intensidad moderada de choque eléctrico
(nivel intermedio de aprendizaje, es decir cuando la magnitud del reforzador no es
muy grande ni muy pequefia) (Duran-Arevalo et al., 1990; Quirarte et al., 1994). El
mismo efecto se encontré para la tarea de laberinto acuatico y laberinto radial
administrando bloqueadores colinérgicos (Whishaw y Petrie, 1988; Lamberty y
Gower, 1991; Steckler y Holsboer, 2001). Con los resultados mostrados en esta
investigacién, se confirman reportes anteriores y se comprueba nuevamente la
hipétesis de que la acetilcolina esta criticamente involucrada en la consolidaciéon de

la memoria.

En otras palabras la administracion i.p. de escopolamina 0.8 mg/kg
produjo amnesia para el grupo entrenado con un nimero de ensayos moderados.
El hecho de que la metilescopolamina, substancia que no cruza la barrera
hematoencefélica, no produjera amnesia, demuestra que el efecto amnésico
inducido por la escopolamina se debe a la interferencia con mecanismos de la
acetilcolina centrales involucrados en la consolidacion de la memoria y no al
bloqgueo de receptores colinérgicos periféricos. Por otra parte, dado que la
administracion se realiz6 después del entrenamiento, el efecto encontrado no
puede atribuirse a problemas de tipo motor, perceptual o al estrés derivado del
manejo de los sujetos experimentales, ya que durante el entrenamiento y las
pruebas los sujetos estuvieron en un estado sin droga (Cruz-Morales y Prado-
Alcala, 1992; Robinson et al., 2004).
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Se sabe que los efectos amnésicos que se producen cuando se
administran antagonistas colinérgicos dependen de la magnitud del estimulo
aversivo con que se entrenen a los sujetos. Por ejemplo, la administracién de
escopolamina produjo amnesia en ratas entrenadas en la tarea de evitacion
inhibitoria (aprendizaje mediado por aversién) bajo niveles moderados de
entrenamiento, sin embargo, este efecto inducido por la administracion de
escopolamina no se observé cuando se incrementd el nivel de entrenamiento
(Duran-Arevalo et al., 1990).

La falta de efectos amnésicos, también se ha reportado cuando se
entrena de manera incrementada en una tarea instrumental reforzada
positivamente (presionar una palanca para recibir leche) utilizando gatos como
sujetos experimentales (Prado-Alcalé et al., 1977). Posteriormente el mismo grupo
de trabajo, Prado-Alcala et al. (1978) nuevamente no encontré efectos amnésicos
al inyectar un antagonista colinérgico en el estriado de ratas que fueron sometidas
a un aprendizaje de alternancia espacial (reforzado positivamente) con niveles de

entrenamiento incrementado.

De la misma forma se han estudiado regiones cerebrales involucradas en
el aprendizaje de tipo aversivo como la amigdala (Salado-Castillo et al., 1995), el
hipocampo (Quiroz et al., 2003), el estriado (Giordano y Prado-Alcala, 1986; Diaz
del Guante et al., 1990) y la substantia nigra (Prado-Alcala, 1995; Cobos-Zapiain
et al., 1996). Una prueba importante para determinar el grado de generalizacion
del efecto de proteccion de la memoria producido por aprendizajes incrementados
fueron las realizadas por Parent et al. (1995), Salado-Castillo et al. (1995) y Quiroz
et al. (2003). En las cuales demostraron que las lesiones permanentes o la
inactivacion reversible de la amigdala de ratas entrenadas con esquemas de
multiples ensayos o intensidades relativamente altas de choques eléctricos, no
produjeron la amnesia que tipicamente se encuentra en ratas que aprendieron con

bajos niveles de entrenamiento.
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También es importante hacer notar que el alto nivel de entrenamiento
protege a la memoria en contra de los efectos de un buen nimero de agentes
amnésicos, tales como las lesiones permanentes, la inactivacion reversible
producida por la lidocaina, la tetrodoxina y el KCL, bloqueadores de receptores a
neurotransmisores como la atropina, la escopolamina, la bicuculina y la
picrotoxina, asi como agentes que depletan la serotonina cerebral (Prado-Alcalé et
al., 2006).

Diversos estudios mostraron de igual forma que, la administraciéon de
drogas que antagonizan la acetilcolina (ACh), el acido gamma aminobutirico
(GABA) y la serotonina (5HT) producen un grave estado amnésico, pero que estas
drogas se tornan inocuas cuando se incrementa la experiencia del aprendizaje,
dando lugar a una reformulacion acerca de la manera en que diversos sistemas
neuroquimicos intervienen en la formacién de la memoria (Quirarte et al., 1994;
Prado-Alcala y Quirarte, 1998). Prado-Alcald y Quirarte (1998) mencionan que
dichos sistemas pueden participar en el proceso de consolidacion, pero ninguno
de ellos es necesario para dicha funcién.

La hipotesis de que el aprendizaje incrementado protege a la memoria en
contra de tratamientos amnésicos clasicos como los agentes anticolinérgicos
propuesta por Prado-Alcala et al. (2006), se puso a prueba en el presente estudio
con dos diferentes versiones para el LAM, la primera es llamada entrenamiento

incrementado masivo y la segunda entrenamiento incrementado espaciado.

El andlisis estadistico de nuestros experimentos comprobaron que el
entrenamiento incrementado (masivo y espaciado) mejord significativamente la
memoria, ya que no se presentd en las ratas el efecto amnésico esperado por la
administracion del anticolinérgico, por lo que se piensa que el aprendizaje
incrementado protege a la memoria en contra de tratamientos amnésicos de
agentes anticolinérgicos. La hipétesis de que la administracion intraperitoneal de
escopolamina, no producira deterioro en la memoria de un aprendizaje con niveles

altos de entrenamiento, se acepta.
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En este trabajo se analiz6 si la administraciéon de escopolamina que no
produjo efectos amnésicos en el entrenamiento incrementado masivo con
inyecciones multiples pudiera deberse a la administracion repetida de la droga o a
las multiples sesiones de entrenamiento. Los resultados de esta prueba indicaron
que la falta de amnesia en los animales esta dada tanto por las diferentes
administraciones de escopolamina y como por el entrenamiento incrementado.
Pensamos que al entrenar de manera incrementada se alcanza un umbral a partir
del cual la actividad colinérgica del SNC no es necesaria para el proceso de

consolidacion de la memoria (Cruz-Morales et al., 1992).

Cuando en condiciones de aprendizaje incrementado se interfiere con la
actividad normal de cualquiera de los sistemas neuroguimicos como el colinérgico,
el GABAérgico y el serotoninérgico, los sistemas que mantienen la actividad
normal en el cerebro son suficientes para que se establezca la memoria de largo
plazo (Prado-Alcala y Quirarte, 1998; Solana-Figueroa et al., 2002). Es decir,
cuando el aprendizaje es incrementado se activan simultaneamente diversas
estructuras cerebrales y multiples sistemas neuroquimicos, de tal manera que
aunque el sistema colinérgico sigue participando en los procesos de
consolidacion, este ya no es indispensable para que se almacene la memoria,
mientras que los restantes se hacen cargo de esta funcion (Prado-Alcala y
Quirarte, 1998). También es posible que este efecto sea la consecuencia de la
participacion de otros sistemas neuroquimicos aun no descritos.

Una explicacion alternativa es que el aprendizaje incrementado acelera el
proceso de consolidacion, que podria tener lugar antes de la inyeccion de

escopolamina (Quirarte et al., 1994).

Hasta aqui, en condiciones de entrenamiento incrementado el sistema
colinérgico central, el sistema serotoninérgico y el sistema GABAérgico no son
necesarios para la consolidacion de la memoria. Cuando el bloqueo se realiza en

una estructura en particular, como el hipocampo, la amigdala, el estriado y la
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substancia nigra, estas estructuras cerebrales tampoco son necesarias para la

consolidacion.

Por otra parte, se sabe que la consolidacién de la memoria es mediada
por la sintesis de proteinas, pero si se administran inhibidores de la sintesis de
proteinas, estos interfieren con la consolidaciébn produciendo amnesia, pero su
efecto desaparece cuando los animales son sometidos a una experiencia de
aprendizaje incrementado, poniendo en cuestion la idea de que la sintesis de
proteinas es necesaria para la consolidacion de la memoria (Diaz-Truijillo et al.,
2009).

Todo esto nos hace llegar a pensar que el proceso de consolidacion de la
memoria, es un proceso muy dinamico, que se apoya en una interaccion compleja
de mecanismos cerebrales, que depende de las caracteristicas cualitativas de la
experiencia de aprendizaje y que diferentes estructuras cerebrales son esenciales
para llevar a cabo la consolidacion, pero dejan de serlo cuando el aprendizaje se

incrementa (Quirarte y Prado-Alcala, 2004).
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IX. CONCLUSIONES

Los resultados encontrados confirman la proposicion de que el sistema
colinérgico es indispensable para que se lleve a cabo el proceso de la
consolidacion de la memoria durante el entrenamiento moderado. Asi mismo
podemos afirmar que los diferentes grados de amnesia encontrados se debieron al

bloqueo de la actividad colinérgica.

En condiciones de un aprendizaje incrementado, el sistema colinérgico no
es indispensable para la consolidacion de la memoria. Es decir, el entrenamiento
incrementado en el LAM con plataforma oculta impide que se produzcan estados
amneésicos, que tipicamente se observan como consecuencia de la aplicacion

sistémica de drogas anticolinérgicas.

Sin embargo los experimentos descritos no permiten saber en cuales
zonas cerebrales se estd llevando a cabo los efectos de los tratamientos
aplicados. Para saberlo queda por realizarse un estudio en donde se disefien
experimentos en los que se administren farmacos en regiones discretas del
cerebro, por ejemplo la corteza, ya que no se ha explorado su participacion en la

memoria para la tarea de LAM con entrenamiento incrementado.
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