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RESUMEN

Estudios previos han demostrado que la corteza insular (CI) participa en el
aprendizaje de condicionamientos aversivos. La lesién de esta corteza impide la
adquisicién del condicionamiento aversivo a los sabores, en tanto que el injerto de
tejido fetal homot6pico, reestablece la capacidad de aprender. Existen otros
paradigmas de aprendizaje que se alteran si la CI es lesionada, tal es el caso del
laberinto de agua de Morris. El condicionamiento aversivo a los sabores y el
laberinto de agua de Morris han demostrado ser paradigmas conductuales eficaces
para el estudio del aprendizaje y la memoria. Entre los sistemas neuroquimicos
que se han demostrado participan en procesos mnémicos se encuentran el sistema
colinérgico y el glutamatérgico, ambos presentes en la CI. De esta forma, en este
trabajo se sugiri6 que estos sistemas de neurotransmisién podrian participar en las
funciones mnémicas de la CI. Con base en estos antecedentes, en este proyecto de
tesis se llevaron a cabo dos estudios; el primero intenté dilucidar si el sistema
colinérgico presente en la corteza insular participaba en las adquisicién y
consolidacién del condicionamiento aversivo a los sabores y del laberinto de agua.
También se estudié si la actividad colinérgica presente en transplantes
homotdpicos es necesaria para el reestablecimiento de las funciones de la CI. Un
segundo estudi6 intent6 evaluar la participacién del sistema glutamatérgico de la
CI en la adquisicion y consolidacidn de los paradigmas de aprendizaje utilizados
en el primer estudio.

Los resultados del primer estudio demostraron que el bloqueo colinérgico
de la CI mediante el antagonista muscarinico escopolamina (30pug/ul), impide la
adquisicién en animales con injerto de tejido fetal y en animales con la Cl intacta
tanto en el condicionamiento aversivo a los sabores como en el laberinto de agua,
sin afectar su consolidacién.En el segundo estudio se empled un antagonista
glutamatérgico de los receptores tipo NMDA el AP5 (3 y 6 pg/ul). Este estudio
demosto6 que la actividad glutamatérgica mediada por los receptores tipo NMDA
es importante para la adquisicién de los dos paradigmas de aprendizaje, mientras
que en la consolidacién del aprendizaje el sistema glutamatérgico solo parece
participar en el CAS y no en el LAM. Los resultados se discuten en términos de
los paradigmas de aprendizaje empleados, las estructuras involucradas y los
sistemas neuroquimicos manipulados

Aunado a la presentacién de los resultados, en la introduccidn se hace una
revisién general de algunos conceptos empleados en el estudio de el aprendizaje y
la memoria.
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Memoria.

Durante los diez iltimos afios de su vida, mi madre fue perdiendo poco a poco la
memoria. A veces, cuando iba a verla a Zaragoza, donde ella vivia con mis
hermanos, le ddbamos una revista que ella miraba atentamente, de la primera
pagma a la iltima. Luego se la quitdbamos para darle otra que en realidad, era la
misma. Ella se ponia a hojearla con idéntico interés.

Llegé a no reconocer ni a sus hijos, a no saber quiénes éramos ni quién era ella...
Hay que haber empezado a perder la memoria, aunque sea sélo a retazos, para
darse cuenta de que esta memoria es lo que constituye toda nuestra vida. Una
vida sin memoria no seria vida, como una inteligencia sin posibilidad de
expresarse no seria inteligencia. Nuestra memoria es nuesira coherencia, nuestra
razon, nuestra accién, nuestro sentimiento. Sin ella no somos nada.

"Mi altimo suspiro”
Luis Bufiuel.



Introduccion

I INTRODUCCION
1.1 El aprendizaje y la memoria.

Los organismos vivos responden a las exigencias del medio y se adaptan a
€, gracias a su habilidad para adquirir, consolidar y almacenar la informacién que
reciben continuamente. Dicha habilidad aparece como el resultado de los procesos
del aprendizaje y la memoria (Dudai, 1989; Squire, 1987a). De esta forma, se ha
definido al aprendizaje como la adquisicién de informacién novedosa capaz de
producir un cambio conductual adaptativo en respuesta a la estimulacién
ambiental, mientras que la memoria es entendida como la retencién y
representacién interna del aprendizaje. La memoria se clasifica en: memoria de
trabajo o de corto plazo, cuando es de duracién corta (segundo/horas) € incluye los
procesos de adquisicién y consolidaci6n, mientras que si su duracién perdura mas
tiempo (dias/afios), se le Ilama memoria de largo plazo e incluye los procesos de
retencién y evocacién de informacién previamente almacenada (ver Squire, 1987c¢;
Dudai, 1989; 1992).

Aprendizaje y memoria son procesos intimamente relacionados; en la
adquisicién de informacién requerimos de una memoria inmediata (snemoria de
corto plazo), mientras que para demostrar que se ha aprendido algo, es necesario
evocar (recordar) la informacién almacenada en la memoria de largo plazo. En la
actualidad se reconoce que existen miiltiples sistemas de memoria, que procesan y
almacenan informacién de fndole diversa (Nadel, 1992; Squire, 1987b; 1992).
Como veremos a continuacion, este procesamiento diferencial, parece involucrar
distintas estructuras cerebrales.

1.2 Regiones cerebrales relacionadas con el aprendizaje y la memoria

Por afios, los estudiosos del aprendizaje y la memoria se han preguntado
¢qué estructuras cerebrales participan en estos procesos? Si la informacién
adquirida y almacenada genera cambios estructurales y/o funcionales a nivel
cerebral, no ha sido posible determinar con exactitud el lugar especifico en donde
se generan estos. Se sabe que algunas estructuras nerviosas participan en la
adquisici6n, consulidacion y evocacién de la informacion.

Al cambio neuronal producido por el aprendizaje y la memoria se le ha
Illamado engrama (Squire, 1987a; Dudai, 1989). Los intentos por localizar el
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engrama y entender con ello la organizacién de los procesos de aprendizaje y
memoria dieron lugar al surgimiento de dos posturas teéricas aparentemente
opuestas entre sf, ambas intentan explicar qué estructuras participan en el
aprendizaje y en donde se almacena la memoria. Por un lado, la visién
conexionista y localizacionista sugiere que la informacién adquirida es
almacenada en regiones especificas del cerebro, v.g., la frenologia de Gall y la
localizacién de funciones de Broca. A su vez, la "Teoria de accién de masas” de
Lashley, plantea que el engrama se almacena y reproduce gracias a la actividad
integrada de todo el cerebro (ver Squire, 1987a; Kesner, 1991).

Actualmente, se ha propuesto que existe cierto tipo de aprendizaje que
puede estar localizado en regiones especificas del cerebro, mientras que el
engrama puede estar distribuido en varios circuitos neuronales (Squire, 1987a).
Esta proposicién ha sido apoyada con datos provenientes de andlisis histolégicos,
como de estudios realizados en pacientes con lesiones del lébulo temporal, el
hipocampo, la corteza entorrinal, la corteza rinal o la corteza frontal, quienes
presentan alteraciones significativas de aprendizaje y memoria (Kesner, 1991;
Squire, 1987a; 1992; Lynch y Granger, 1992).

1.3 Tipos de memeria.

Como se menciond anteriormente, existen miiltiples sistemas de memoria
que difieren entre si no sélo por las estructuras cerebrales involucradas sino
también por el tipo de informacién que procesan. Asi, la clasificacién de los tipos
de memoria, se ha hecho con base en los datos obtenidos de la clinica, donde el
tipo de alteracién conductual que se presenta, parece depender de la regi6n
dafiada, por ejemplo; las lesiones del 16bulo temporal, hipocampo, y estructuras
diencefdlicas, impiden el aprendizaje y la memoria de informacién facilmente
accesible como son la adquisicién y retencién de hechos o datos especificos,
representaciones episédicas y seménticas que requieren de la consciencia del
sujeto. A este tipo de memoria se le ha denominado declarativa o explicita
(Eichenbaum, 1992), distinguiéndola de la memoria de procedimiento o implicita,
1a cual no es facilmente accesible e incluye representaciones motoras, perceptuales
y cognitivas. En este tipo de memoria, no participa la consciencia del sujcio y el
aprendizaje permanece intacto a pesar de que haya lesiones del 16bulo temporal
(Kesner, 1991; Nadel, 1992; Squire, 1992). Como puede observarse, Ja memoria
se almacena de acuerdo al tipo de informacién que procesa.
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Ademés de la clasificacién de la memoria, hecha con base en el tipo de
informaci6n que almacena (declarativa 6 explicita y de procedimiento 6 implicita),
una segunda caracterizacion estd dada por los trabajos de Mishkin quien divide a
la memoria en dos clases; 1) la memoria no asociativa que resulta de la
experiencia de un s6lo evento (v.g. habituacién y sensibilizacién); y 2) la
asociativa, que resulta de la conjuncién de dos o més eventos (v.g.
condicionamiento instrumental). Para Mishkin, la memoria asociativa es una
memoria de reconocimiento, la cual se almacena en areas sensoriales de la corteza
e interactia con circuitos corticales y con el circuito limbico-talamico (ver Kesner,
1991). Por su parte, David Olton divide a los sistemas de memoria dependiendo de
si el contenido de la informacién que se adquiere es nuevo o bien se trata de
informaci6n preexistente en la memoria. Para él, en cada nuevo aprendizaje
existen dos tipos de memoria que organizan la informacidn critica, la memoria de
trabajo y la de referencia. El contexto especifico de la situacién se codifica por la
memoria de trabajo, mientras que la informacién referente a las reglas y los
procedimientos de la situaci6n, se codifica por la memoria de referencia. Olton
sugiere que ambos tipos de memoria operan de manera independiente, la memoria
de trabajo estd bajo control del hipocampo mientras que en la de procedimiento
participa la neocorteza (ver Kesner, 1991; Olton y Shapiro, 1992).

1.4 Neuroquimica dél aprendizaje y la memoria.

Asi como se han encontrado distintas estructuras cerebrales involucradas en
el procesamiento de la informacién que serd almacenada, varios sistemas de
transmisién parecen estar involucrados en este procesamiento. De este modo, se ha
sugerido que las protefnas, las catecolaminas, el sistema colinérgico y el sistema
glutamatérgico pueden estar implicados. La evidencia experimental reciente,
enfatiza el papel de los sistemas colinérgico y glutamatérgico en estos procesos.

A continuacién se describen algunas de las evidencias que apoyan la
participacién de estos sistemas de transmisién en el aprendizaje y la memoria.

1.4.1 Sistema de transmision colinérgica.

Diversas lineas de investigacion, apoyan la participacién del sistema
colinérgico del sisterna nervioso central en algunos de los procesos involucrados en
el aprendizaje y la memoria.(Santucci et al., 1989; Riekkinen Jr. et al., 1992;

3.
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Hasselmo y Bower, 1993; Nabeshima, 1993). En humanos, se ha demostrado
que, la ausencia o exceso de acetilcolina producen déficits en 1a memoria (ver
Prado-Alcald et al., 1993). En enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer, cuya alteracién principal se caracteriza por multiples
déficits en la memoria, existe un deterioro masivo de las neuronas colinérgicas de
la corteza entorrinal y nicleo basalis magnocelularis (NBM) (Squire, 1987,
Christensen et al.,, 1992), El NBM, es el principal abastecedor de fibras
colinérgicas a la neocorteza.

La lesién del NBM en roedores, produce alteraciones en varias tareas
conductuales como el laberinto de agua, tareas de respuesta diferida y evitacién
pasiva entre otras (Bartus et al., 1986; Gower, 1986; Dunnett et al., 1991). Adem4s
del micleo basalis, existen otros dos micleos colinérgicos que también se han
involucrado en procesos mnémicos: el niicleo septal medial y el niicleo de la rama
vertical, su lesién produce impedimentos en la adquisicién de varias tareas de
memoria, impedimentos que se relacionan con la reduccién en los niveles de

_acetilcolina (ACh) en el hipocampo, lugar hacia donde ambos niicleos, mandan la
mayor parte de sus eferentes (ver Woolf, 1991).

En animales normales la administracién de antagonistas colinérgicos como la
escopolamina, la fisostigmina o la lesién de los sistemas colinérgicos del sistema
nervioso central, producen alteraciones en la adquisicién de tareas como la
prevencién pasiva (Prado-Alcala et al., 1978; Bermiidez-Rattoni et al., 1986) y en
el laberinto de agua de Morris (Riekkinen et al., 1990; McNamara y Skelton, 1993).
Asf mismo, la administracién de agonistas colinérgicos, facilitan el aprendizaje de
este tipo de tareas (ver Squire, 1987).

1.4.2 Sistema de transmisién glutamatérgica.

Uno de los primeros trabajos experimentales que sugirié la participacién de
la transmisién glutamatérgica en procesos mnémicos fué el realizado por Morris y
cols. (1986). En éste, la administracién del antagonista glutamatérgico, acido
fosfonopentandico (APS) en el ventriculo lateral, impidi6 la adquisicién de una
tarea de aprendizaje espacial. El AP5 también conocido como APV, también
bloguea la adquisicién de! condicionamiento de miedo (Miserendino et al., 1990;
Kim et al., 1991) y la aversién al olor potenciada por el gusto (Willner et al.,
1992). :
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Posteriormente se han realizado trabajos con otros antagonistas
glutamatérgicos como el carboxypiperazinfosfonato (CPP) (McNamara y Skelton,
1993), en los que se observan impedimentos en la adquisicién de tareas de
aprendizaje asociativo, sin afectar su retencién (Heale y Harley, 1990). Ademas
del APS y el CPP que son antagonistas competitivos del receptor tipo N-Metil-D-
Aspartato (NMDA), se ha visto que los antagonistas no competitivos a este
receptor como el dizolcipine (MK801), también alteran la adquisicién en el

daberinto de agua de Morris (Heale y Harley, 1990), la adquisicién en la
prevencién pasiva (Benvenga et al., 1988) y el aprendizaje de otras tareas
reforzadas (Sanger, 1992).

Ademds de la evidencia experimental de la participacién del sistema
glutamatérgico en procesos mnémicos, también se ha sugerido que este sistema
participa en un fenémeno de plasticidad neuronal conocido como potenciacién a
largo plazo (PLP). Lomo y Bliss (1973), quienes describieron por vez primera la
PLP, encontraron que la estimulaci6n repetida de las sinapsis excitatorias de la via
perforante, generaba un incremento a largo plazo en el disparo y en la amplitud del
potencial postsindptico excitatorio (EPSP). Dicho incremento iba acompafiado por
un aumento en la liberacién del neurotransmisor en las sindpsis de las células del
giro dentado. Actualmente se ha observado que in vivo la PLP dura de dias a
semanas, mientras que in vitro, se puede mantener varias horas.

La PLP cobré importancia porque concordaba muy bien con lo que se
pensaba debfa ocurrir a nivel sindptico en los procesos de adquisicién y
almacenamiento de informacién (Bliss y Collingridge, 1993). En 1949, Hebb
propuso que : "si la actividad en la neurona presiniptica se asocia repetidamente
con la descarga de una neurona potsindptica, la eficiencia de la sinapsis se
incrementa”. Este postulado intentaba dar cuenta de lo que ocurria a nivel
sindptico durante el aprendizaje. Tal como Hebb habfa propuesto, para que se
pueda generar la PLP es necesario la coincidencia de la actividad presindptica con
la depolarizacién de la postsindpsis (Cotman et al., 1988; Bourne y Nicoll, 1993).

Ademis de la coincidencia pre y postsindptica, la PLP se genera con
estimulos especificos, de un determinado umbral. Este proceso es producto de la
activaci6n de varias fibras que convé}gen en un mismo punto y una vez instalado
basta con un estimulo pequeio, o la estimulacién de una fibra adyacente a las
aferentes convergentes (p.e. en ¢l giro dentado), para que se genere la PLP. Si se
aparea un estimulo que aislado no produce PLP con un estimulo fuerte en las
fibras que convergen, se puede generar la PLP. Es decir el fenémeno incluye

5
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similitudes con algunos de los requisitos que se deben cumplir en la adquisicién de
" ciertos condicionamientos.

Dentro de los mecanismos farmacol6gicos que subyacen a esta potenciacion
se encuentran eventos dependientes de la transmisién glutamatérgica (Cotman et
al.,, 1988). La actividad neuronal generada en la potenciacién, puede ser
clasificada basandose en si su induccién puede ser bloqueada por antagonistas del
receptor tipo NMDA, o si es bloqueada por antagonistas de los otros subtipos de
receptores glutamatérgicos (receptores no-NMDA). En general se ha encontrado
que los antagonistas al receptor NMDA bloquean la inducci6n del PLP y los
antagonistas no-NMDA bloquean su expresién.

Como ya se menciond, en algunos experimentos conductuales se ha
observado que los antagonistas de los receptores tipo NMDA como el APS,
impiden la adquisicién pero no la retenci6én de algunos paradigmas de aprendizaje
(Morris et al., 1990), y esto lo puede hacer en concentraciones comparables a las
empleadas para bloquear la induccién de la PLP in vitro (Davis et al., 1992). El
papel que juegan los receptores no-NMDA en la retencién y evocacién del
aprendizaje no ha sido estudiado suficientemente.

Aunado a los hallazgos mencionados arriba, al glutamato se le ha
relacionado en la patologia de la enfermedad de Alzheimer, por un lado hay quien
piensa que la actividad aumentada de este aminoicido produce efectos
excitotéxicos en las neuronas postsinépticas de la corteza frontal, temporal y
parietal, asf como del hipocampo. Una postura diferente sugiere que la actividad
decrementada de este aminodcido, puede ser la causa de la enfermedad (ver
Advokat y Pellegrin, 1992). En cuanto a los receptores NMDA, se ha propuesto
que la activacién incrementada de este receptor provoca la neuropatologia,
mientras que un decremento en su funcién produce alteraciones cognitivas
(Cotman et al., 1988).

En resumen, se tiene evidencia de que tanto el sistema colinérgico como el
glutamatérgico, participan en los mecanismos que subyacen al aprendizaje y la
memoria. A continuacién se describen algunas caracterfsticas farmacolégicas de
estos dos sistemas de neurotransmisién.
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1.4.3 Estructura molecular y propiedades farmacolégicas de los
receptores colinérgicos muscarinicos.

En el sistema nervioso, las neuronas sintetizan acetilcolina a partir de colina

y acetil-coenzima A (Tucek, 1993).
La transmisién colinérgica cuenta con dos familias de receptores: los nicotinicos y
los muscarinicos. En el sistema periférico la ACh actila en ambos tipos de
receptores, mientras que en ¢l sistema nervioso central actua principalmente sobre
los muscarinicos (Nicoll et al., 1990).

Receptores muscarinicos.

Este tipo de receptores son farmacolégica, funcional y estructuralmente
distintos de los nicotinicos (Reisine, 1992). Experimentos moleculares demuestran
que por lo menos hay 5 subtipos de receptores muscarincos, sin embargo,
tradicionalmente se han aceptado dos subtipos dependiendo de su selectividad a la
pirenzepina, La pirenzepina tiene alta afinidad por los receptores muscarinicos
ubicados en la corteza, hipocampo, y ganglios basales, a los que se les ha llamado
M| y los que presentan baja afinidad a esta droga han recibido gl nombre de M2
(Hammer et al., 1980; Reisine, 1992).

Los receptores muscarfnicos son de caracter metabotrépico e interactuan con
proteinas G. Ambos subtipos de receptores estan conformados por siete regiones
hidrofébicas y presentan residuos de serina y treonina que pueden ser sitios de
fosforilacién; los M, tienen un sitio de glicosilacién en el amino terminal y su
carboxilo terminal se encuentra en la regién citoplasmitica. Entre estos dos
receptores existen diferencias en la tercer asa intracelular, lugar en donde parecen
asociarse con proteinas G (Reisine, 1992).

La estimulacién de los M», inhibe a la adenilato de ciclasa, mientras que los
M, activan a la fosfolipasa C. Los M| en la post-sinapsis también activan canales
de K+ (Reisine, 1992). Los receptores muscarinicos localizados en la presinapsis
pueden regular la liberacién de ACh.

Los agonistas de receptores muscarinicos estimulan la hidrélisis de los
fosfoinositidos por medio de la activacién de la fosfolipasa C, dando a su vez
origen al diacilglicerol y al inositol trifosfato (IP3). El diacilglicerol incrementa la
actividad de Ca 2+ y de la proteina cinasa C (PKC), mientras que el IP3 moviliza
Ca 2+intracelular. El Ca 2+ media la fosforilacién de proteinas dependiente de PKC.
El incremento de Ca 2+ citosdlico puede contribuir a la activacién de otros
segundos mensajeros como la fosfolipasa A que a su vez genera icido
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araquid6nico, prostaglandinas y eiconasidos; estos subproductos estimulan la
formaci6én de GMPc pudiendo de esta forma regular la actividad de canales iénicos.
El Ca 2+ mismo puede activar los canales de K + dependientes de este i6n (Parsons
etal., 1987, Nathason 1987; Taylor y Brown, 1989).

1.4.4 Estructura molecular y propiedades farmacoldgicas de los
receptores glutamatérgicos tipo NMDA.

El glutamato es el aminodcido mds abundante en el cerebro, se libera de
manera dependiente de voltaje y de Ca 2*. En el cerebro se sintetiza a partir de
glutamina proveniente de las células gliales (Fonnum, 1993).

Este sistema de neurotransmision presenta 5 tipos de receptores: el N-Metil-
D-Aspartato (NMDA), el de Quiscualato (QA), el de Kainato (KA), el de AP4, y
los metabotrépicos (Young y Fagg, 1990). Los receptores NMDA son estructural y
funcionalmente diferentes a los otros subtipos de receptores, su amino terminal se
sitfia en el dominio extracelular, cuenta con 4 regiones transmembranales. Como el
resto de los canales i6nicos dependientes de ligando, el segundo dominio
transmembranal fortha el canal catiénico (Barnes y Henley, 1992). Este receptor se
encuentra bloqueado de manera voltaje dependiente por un i6n magnesio en el
reposo (Stone y Burton, 1988), se activa cvando la membrana es depolarizada y el
magnesio removido. Tiene un sitio de regulacién alostérico para la glicina y
presenta sitios de regulacién para el zinc, poliamidas y anestésicos disociativos
como el MK801 (Nicoll et al.,, 1990; Barnes y Henley, 1992). La activaci6n de
este receptor, permite el influjo de Na+ y Ca2+ al‘interior de la célula, en donde
activa sistemas de segundos mensajeros (Mc Geer y Mc Geer., 1989) como el del
fosfoinositol y el de los nucleétidos ciclicos (Cotman et al., 1988).
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1.5 Paradigmas conductuales empleados para estudiar el aprendizaje y la
memoria.

Hasta ahora se ha mencionado qué son los procesos de aprendizaje y
memoria; algunas posturas teéricas con respecto a ellos; qué estructuras cerebrales
se postula pudieran estar involucradas y algunos mecanismos neuroqufmicos que
parecen participar en estos procesos.

Para entender los mecanismos que subyacen al aprendizaje y la memoria; al
aprendizaje se le ha subdividido en adquisicién y consolidacién de informacién, en
tanto que a la memoria se le ha dividido en retencién y evocacién de esta
informacién. Asi las estrategias experimentales utilizadas, pueden manipular la
adquisicidn, la consolidacidn, o la retencién y la evocacién. Para estudiar cada
una de estas fases se pueden utilizar algunos paradigmas conductuales de
aprendizajes asociativos que emplean tareas de uno a més ensayos. En el
aprendizaje de asociacién, se recurre a los paradigmas de condicionamiento de
respuestas. En nuestro laboratorio hemos utilizado los paradigmas de
condicionamiento aversivo a los sabores y el laberinto de agua de Morris para
estudiar algunos mecanismos cerebrales relacionados con el aprendizaje y la
memoria. A continuacién se describe brevemente en qué consisten cada uno de
ellos.

1.5.1 Condicionamiento aversivo a los sabores.

El condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) fué descrito en la década
de los 40°s (Garcfa et al., 1985) después de observar que animales expuestos a
radiaciones desarrollaban aversi6n a cualquier alimento que se les diera dentro de
las cdmaras de radiacidn, o bien a cualquier estimulo relacionado con los efectos
de las radiaciones. De modo tal, que si dentro de las cAmaras se daba agua con un
bebedero de metal y después se radiaba, los animales jamds volvian a tomar agua
con un bebedero similar. Este rechazo resultaba de la asociacién de las
caracterfsticas fisicas del bebedero con la aparicién del malestar géstrico
producido por las radiaciones. Este procedimiento se convirtié en un paradigma
de condicionamiento aversivo. En la actualidad, se emplea el sabor como estimulo
novedoso ¢ irritanies géastricos como el cloruro de litio como estimulo
incondicionado. Este condicionamiento es de los més faciles de obtener, consta de
un sélo ensayo y perdura por mucho tiempo (Garcia ,1990).
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Las caracteristicas principales que distinguen al CAS de los paradigmas
tradicionales de aprendizaje son que: 1) el aprendizaje se puede establecer aiin
después de transcurrido un periodo largo entre el estimulo condicionado y el
estfmulo incondicionado; es decir, a diferencia del condicionamiento clasico o el
instrumental, el intervalo entre la presentaci6n del estimulo condicionado (sabor) y
el estimulo incondicionado (irritante), puede ser de una o més horas. 2) es un
aprendizaje s6lido, que persiste por mucho tiempo y 3) no cualquier combinaci6n
de estfmulos pueden ser asociados, los estimulos apareados deben compartir la
caracterfstica de ser interoceptivos. Debido a que los estimulos empleados
generan respuestas internas, se le ha llamado condicionamiento visceral. (ver
Bermidez-Rattoni, 1986; Chambers, 1990).

En la figura 1 se ilustra el procedimiento seguido en la fase de adquisicién y
en la prueba del CAS.
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Fig. 1. La figura esquematiza la forma en como se obtiene el
condicionamiento aversivo a los sabores. En la pagina anterior
se muestra la fase de adquisicion del CAS, como se puede
observar los animales ingieren un sabor nuevo (agua con
sacarina) y después se les inyecta LiCl intraperitonealmente

@p.).

En esta pagina se muestra la fase de prueba del
condicionamiento. Como se puede ver en la prueba sélo se les
presenta la sacarina, Aquellos animales que aprenden el CAS
muestran aversion al sabor de la sacarina, en tanto que los
lesionados en CI (corteza insular) no aprenden el CAS y
muestran preferencia por el sabor de la sacarina,
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1.5 2. Laberinto de agua de morris (Morris Water Maze).

El laberinto de agua de Morris se utiliza para evaluar algunos procesos
mnémicos en roedores, como la memoria de referencia o de procedimiento. La
principal caracteristica de este paradigma es que el animal no tiene que estar
privado de agua o de alimento para estar motivado y aprender la tarea.

La tarea consiste en poner a nadar a los animales en una estanque circular
(laberinto) que contiene agua fria (ver fig. 2). El laberinto se subdivide en cuatro
cuadrantes de manera arbitraria. Para poder escapar del estanque de agua, los
animales deben encontrar una plataforma (blanco) oculta en uno de los cuadrantes
dentro del estanque de agua.

En la versién original, la plataforma no tiene claves que guien la conducta
de escape de las ratas. Al principio del entrenamiento los animales logran escapar
del agua porque encuentran azarosamente la plataforma. Con el transcurso de los
ensayos aprenden a identificar la posicién de la plataforma dentro del estanque,
disminuyendo el tiempo que requieren para encontrar la plataforma.

Este procedimiento tiene la ventaja de que se requiere de pocos ensayos
para aprender la tarea (Morris, 1984; Brandeis et al., 1989), pudiéndose modificar
algunos elementos como el lugar de la plataforma; 6 bien introducir claves
espaciales o quitarlas para estudiar distintos procesos de la memoria.

En la fugura 2 se ejemplifica el laberinto, mostrdndose el lugar de la

plataforma, el nivel al cual es llenado de agua, los cuadrantes dentro del estanque
de agua y el tipo de recorrido que se espera realice un animal que aprende la taréa.
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Plataforma

Cuadrante en donde
se ubica la plataforma

Ejecuci6n de la tarea
24 horas después de la adquisicién

Fig 2. La figura muestra un esquema del laberinto de agua
(modificado) de Morris. Se observa el cuadrante en donde se
encuentra la plataforma, asi como la ejecucién ficticia de un
animal que aprendié la tarea (cortesia de Ormsby, J. C.).
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1.6 La corteza insular anatomia y funciones

Esta regioén cortical encargada de recibir y procesar la informacién
gustativa, se localiza en la confluencia del surco rinal y la arteria cerebral media
(Norgren y Leonard, 1971; Braun et al., 1982; Lasiter et al., 1982; Kosar et al.,
1986a y b). Las aferentes gustativas provenientes de los receptores al gusto, se
dirigen al 4drea parabraquial pontina (Saper, 1982, Krukoff, 1993), de donde surgen
fibras que proyectan al micleo ventromedial y ventromedial posterior del tdlamo
(Kosar et al., 1986a; 1986b). En estos niicleos establecen un segundo relevo, que
termina en la regién gustativa de la corteza insular (CI) (Lasiter y Glanzman,
1983; Kiefer, 1985). Ademds de las aferencias descritas, recientemente se han
descrito proyecciones provenientes de los niicleos intralaminares del tAdlamo hacia
la CI (Berendse y Groenewegen, 1991).

La CI mantiene conexiones con la corteza cingulada (Zeng y Stuesse, 1991;
Olson y Musil, 1992), piriforme, restroesplenial, y entorrinal; con estructuras
subcorticales tales como: el presubiculum, el claustro, el palido, los nicleos
taldmicos dorsomedial y posterolateral, y con algunos nicleos romboencefilicos
(Braun, 1990). También se encuentra fntimamente relacionada con estructuras del
sistema lfmbico como la amigdala (Yamamoto et al., 1984) y el hipotdlamo
(Saper, 1982). Ademas. a través del tdlamo (Ito, 1992) y del niicleo del tracto
solitario recibe aferentes viscerales auténomas (Kiefer, 1985). Debido a este tipo
de conexiones se ha pensado que la CI participa en procesos motivacionales y
viscerales.

Estudios recientes han demostrado que la CI participa en el aprendizaje y la
memoria (ver Bermiidez-Rattoni et al., 1991, Thompson, 1992). Por ejemplo, se
ha demostrado que lesiones de esta estructura cerebral impiden el aprendizaje del
condicionamiento aversivo a los sabores (Garcia et al., 1985; Bermiidez-Rattoni y
McGaugh 1991). En nuestro laboratorio hemos tratado de dilucidar algunas de las
funciones de la CI através de lesiones electroliticas o del bloqueo neuroquimico.
Nuestras observaciones sugieren que ademaés de su participacién en el CAS, la CI
estd involucrada en tareas como la prevencidn pasiva y el laberinto de agua de
Morris (Bermiidez-Rattoni et al., 1991, Ormsby et al., 1991; Bermiidez-Rattoni et
al., 1994). Asimismo hemos demostrado que injertos de corteza insular penniten
el reaprendizaje del CAS hacia los 60 dias post-injerto (Bermiidez et al., 1989;
Escobar et al., 1989; Fernandez-Ruiz et al., 1991). También se ha sugerido la
posibilidad de que en la CI el sistema colinérgico juegue un papel preponderante
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en la recuperacién postranplante de sus funciones pues existe una alta correlacién

_entre la recuperacién conductual y la liberacién de ACh del tejido transplantado
(Lépez-Garcfa et al., 1990a; Bermidez-Rattoni et al., 1992). De hecho, la ACh se
encuentra presente en grandes cantidades en la CI intacta, la cual puede provenir
de aferentes colinérgicas del niicleo basalis magnocelularis, pues su lesién impide
la adquisici6n y la consolidacién del CAS y de la prevensi6n pasiva (L6pez-Garcfa
et al.,1993). Ademis de la ACh, se ha encontrado que tanto el tejido intacto como
el tejido fetal transplantado son capaces de liberar glutamato (Lépez Garcia et al.,
1990a y b), el cual en condiciones normales puede ser liberado por aferentes
taldmicas y/o de conexiones cortico-corticales.

En conclusién, los resultados descritos sugieren que la CI juega un papel
importante en algunos de los procesos involucrados en la adquisicién de
informacién, por lo menos del CAS. Estos datos hacen pensar que el sistema
colinérgico presente en la CI participa en forma similar a otras regiones asociadas a
procesos mnémicos. Por su parte el sistema glutamatérgico también podria estar
involucrado en las funciones de la CI. (ver Lépez-Garcfa el tal,,1990 a y b;
Escaobar et al., 1994).
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ITPLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

La corteza insular participa en el aprendizaje de condicionamientos
aversivos; el condicionamiento aversivo a los sabores y el laberinto de agua de
Morris han demostrado ser paradigmas conductuales eficaces para el estudio del
aprendizaje y la memoria. A su vez, dos sistemas involucrados en procesos
mnémicos se encuentran presentes en la CI; los sistemas colinérgico y
glutamatérgico, de esta forma, se ha sugerido que estos sistemas de
neurotransmisién pueden participar en las funciones mnémicas de la CI.

Con base en los antecedentes expuestos, en este trabajo se propuso evaluar la
participaci6n del sistema colinérgico de la CI en la adquisicién y consolidacién del
CAS y del LAM. Para ello se emple6 un antagonista muscarfnico, 1a escopolamina
(30 pg/ pl), con el objeto de bloquear la actividad colinérgica durante la
adquisicién y/o la consolidacién del aprendizaje.

Con el objetivo de completar los experimentos en torno al papel que juega la
actividad colinérgica en la recuperacién de funciones y con base en las evidencias
obtenidas respecto al papel de la ACh en los transplantes homot6picos sobre la
recuperacion de funciones, en el presente trabajo también se bloqueé la actividad
colinérgica de los transplantes de corteza insular.

Como se mencioné en los antencedentes, en experimentos previos se
encontré que la actividad glutamatérgica se encuentra presente en Ia corteza insular.
De esta forma, surgié el interés de estudiar la participacién de este sistema de
neurotransmisién en las funciones de la CI. La evidencia experimental reciente, ha
mostrado que el sistema glutamatérgico, a través de sus receptores tipo NMDA,
participa en los procesos del aprendizaje y la memoria. Asi, en la segunda fase de
este proyecto, se propuso el bloqueo del sistema glutamatérgico de 1a CI, durante la
adquisicién y consolidacién de los condicionamientos, empleando para ello un
antagonista competitivo del receptor tipo NMDA, el acido amino
fosfonopentanéico (APS).
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I HIPOTESIS.

1) Con base en los antecedentes expuestos, se propone que la corteza insular
participa en el aprendizaje de condicionamientos aversivos

2) El sistema colinérgico y el glutamatérgico pueden estar involucrados en
los mecanismos neuroqufmicos que median las funciones mnémicas de la corteza
insular. :

3) El sistema colinérgico participa en la recuperacién de funciones mediada
por transplantes homotdpicos a la corteza insular.
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IV OBJETIVOS.

Evaluar el papel que juega la actividad colinérgica de la corteza insular en
los mecanismos de adquisicién y consolidacién de dos paradigmas conductuales: el
condicionamiento aversivo a los sabores y del laberinto de agua de Morris.

Analizar los efectos del bloqueo colinérgico sobre los transplantes de tejido
fetal homotdpico a la corteza insular en la recuperacién de funciones.

Evaluar si la transmisién glutamatérgica presente en la corteza insular
participa en la adquisicién y consolidacién del condicionamiento aversivo a los
sabores y del laberinto de agua de Morris.
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V METODO Y MATERIALES.

Sujetos:

Se emplearon ratas macho Wistar de 300 a 350 gr. de peso. Los animales se
mantuvieron en jaulas individuales alimentados ad libitum , bajo un ciclo
invertido de luz/obscuridad (12/12 h).

Cirugia:

Implante de cdnulas en anjmales intactos: Con el objeto de bloquear los
sistemas neuroquimicos (colinérgico y glutamatérgico) de la CI, se implantaron
bilateralmente cénulas de acero inoxidable de 0.6 mm de didmetro y 8.0 mm de
longitud en las coordenadas de la CI (AP +1.2, L £5.5, V -3) segiin el atlas de
Paxinos y Watson. Las cdnulas se fijaron 2.0 mm por arriba de la corteza insular
para evitar lesionarla, sélo los inyectores bajaron 5.0 mm verticalmente. Para
sostener las cdnulas se empleé cemento dental y tres tornillos micrométricos.

Las pruebas conductuales se realizaron después de transcurridos 8 dias desde la
cirugfa.

5.1 Prucbas conductuales:
Previo a las pruebas conductuales, los animales fueron manipulados
diariamente hasta que se habituaron a ser tocados en sus cdnulas.
En los dos estudios farmacolégicos se emplearon dos paradigmas
conductuales; el condicionamiento aversivo a los sabores y el laberinto de agua de
Morris. A continuacién se explica el procredimiento en cada uno de ellos.

5.1.1 Condicionamiento aversivo a los sabores (CAS):

Todos los animales fueron privados de agua 12 h antes del inicio de la
medicién de la linea base. Durante ésta, los animales tuvieron acceso al agua dos
veces al dia (10:00 am y 17:00 pm) durante 10 min cada vez. Una vez que se
alcanzé una linea base estable en la ingesta de agua (de 4 a 5 dias), se llevé a cabo
la adquisicién del CAS.

Adquisicién;

La fase de adquisicion consistié en la presentacién de agua con sacarina al
0.1% como estimulo novedoso. 20 min después de la ingesta de sacarina, se les
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inyect6 via i.p. una solucién de cloruro de litio (LiCI) 0.1 M como irritante
géstrico.

Prueba;

Después de Ia fase de adquisicién, los animales recibieron agua normal con
el objeto de reiniciar el consumo basal de agua. Se tomaron 3 lineas base y
posteriormente se llevé a cabo la prueba, la cual consisti6 en la presentacién de
agua con sacarina sin la inyecci6n del LiCl.
Se midi6 el consumo de sacarina durante la adquisicién y la prueba asi como el
porcentaje del consumo con respecto a la linea base, esto es se tomé la ingesta
basal de agua como el 100% y se comparé con el porcentaje de sacarina
consumido.

5.1.2 Laberinto de agua de morris (LAM).

Laberinto de agua : el laberinto consistié en una tina de metal galvanizado
(90 cm de altura x 120 cm didmetro) pintado de negro, dividida en cuatro
secciones o cuadrantes. En uno de los cuadrantes se colocé una plataforma de
acrilico transparente (10 cm x 10 cm de 4rea x 30 cm de altura desde el piso del
laberinto). El laberinto fué Ilenado dos centimetros por arriba de la plataforma.

El laberinto se llené con agua a una temperatura de 22 a 2590 C. y la
ejecucién del laberinto fue filmada con una cdmara ubicada por arriba del
estanque. La seiial se llevé a un convertidor analégico digital conectado a una
computadora Lanix 386. Los datos se procesaron a través de un analizador de
imdgenes CROMOTRACK (San Diego Ins.).

Procedimiento conductual

Adguisicitn:

Durante la adquisicién del LAM, los animales se sometieron a un
entrenamiento que consté de 10 ensayos. En cada uno de ellos, el animal fué
lanzado aleatoriamente a uno de los cuadrantes del laberinto. El objetivo de cada
ensayo, era que el animal encontrara la plataforma (blanco) ubicada en uno de los
cuadrantes del laberinto, 1a duracién méxima de cada ensayo fué de 45 seg; si
pasado este tiempo el animal no enconiraba el blanco, se le llevaba a él y se le
dejaba ahf por 10 seg, pasado este periodo, se le volvia a lanzar al agua hasta
completar 10 ensayos.
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Durante la adquisicién se registr6 la latencia para encontrar la plataforma
durante cada ensayo.

Prueba.

24 horas después de la adquisicién se llevé a cabo la prueba; en esta se
removié la plataforma. La prueba consisti6 en lanzar a la rata al estanque de agua
por un intervalo de 120 seg; pasado este tiempo la prueba conclufa. En la prueba
se analiz6 el tiempo que tardaban en acudir por primera vez a la regién blanco
(latencia al blanco), y el niimero de veces que pasaban por é] (nimero de cruces).

Sustancias: _

Hidrobromuro de escopolamina (No. S-1875), SIGMA St. Louis Mo; Acido
fosfonopentanoico (APS5), SIGMA St. Louis Mo; Cloruro de litio (2370-01)
BAKER Analyzed Phillipsburg, N.J. 08865 USA; Sacarina sédica, SIGMA St.
Louis Mo; Pentobarbital, Smith Kline Norden de México.

5.2 Histologia:

Una vez finalizados los experimentos todos los animales fueron sacrificados
con una sobredosis de pentobarbital y perfundidos con solucién salina (0.9%)
seguida por paraformaldehido al 4 % en buffer de fosfatos (PB pH 7.4, 0.1 M de
fosfato). Los cerebros se extrajeron y postfijaron durante 24 horas en este fijador
para pasarlos después a buffer fosfatos y sacarosa al 20 %. Cortes de 40um
fueron obtenidos en un microtomo de congelacién. El tejido se procesé con el
procedimiento estdndar para violeta de cresilo, con el objetivo de visualizar la
ubicacién de las cénulas.

5.3 Anailisis de los dates:

Para el andlisis estadistico del CAS y del LAM, se emple6 un ANOVA de
un factor estableciéndose Ia significancia a p<0.05. En los casos con significancia
se realizaron las pruebas de comparacién miiltiple (a posteriori) de Scheffé y
Fisher.
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VI RESULTADOS

- 6.1 ESTUDIO I
Participacién del sistema colinérgico en las funciones de Ia corteza insular

Efectos de la administracién de escopolamina en la CI durante la -
adquisicion del condicionamiento aversivo a los sabores y el laberinto de agua
de Morris.

Para llevar a cabo estos experimentos, se emplearon ratas previamente
canuladas en la corteza insular (ver esquema de metodologfa), asf como animales
intactos que sirvieron como control,

Condicionamiento aversivo a los sabores (CAS)

Durante la fase de adquisicién, las ratas canuladas se dividieron en dos
grupos: 1) uno al cual se le administré 30pg / Ipt de escopolamina y 2) el que
recibi6 solucién salina (0.15 M ) en el mismo volumen.

En la adquisici6n del experimento 1.1, los animales recibiezon escopolamina
en la CI 15 min antes del entrenamiento. Pasado este tiempo, se les present agua
con sacarina al 0.1% como estimulo novedoso durante 10 min.. 20 min después se
les inyect6 vfa i.p. una solucién de cloruro de litio (LiCl) 0.1 4 como irritante
géstrico,. miediéndoseles el consumo de sacarina con respecto a su linea base.

Los animales control se entrenaron en el CAS sin recibir ningiin firmaco
previo a la adquisicién.

i ersi 1 )

Durante la adquisicién del CAS, los grupos que recibieron escopolamina y
salina, mostraron menor consumo de sacarina con respecto al grupo control. Sin
embargo, al realizar la prueba, sélo el grupo con escopolamina (F 2, 21 p<0.0001;
Fisher y Sheffé p<0.05) mostr6 preferencia a la sacarina (23ml % 2), mientras que
los grupos con salina (8ml £ 1) y control (6ml * 1) presentaron aversién a la
sacarina (ver apéndice "tablas de resultados™).

Analizando la ingesta de sacarina con respecto al consumo basal de agua,
encontramos que los grupos control(n=9) y salina(n=6) tuvieron menor porcentaje
en su consumo de sacarina (F 2, 21 p< 0.0001; Fisher y Scheffé p<0.05), que el
grupo tratado con escopolamina(n=7) Los resultados del CAS se muestran en la
figura 3.



Resuliados

EFECTOS PELA ESCOPOLAMINA EN LA CORTEZA INSULAR

SOBRE LA ADQUISICION DEL CONDICIONAMIENTO
AVERSIVO A LOS SABORES
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Fxg. 3 La grafica ilus!"e el efec!o del blogueo colinérgico en ia corteza

sobre el aversivo a los sabores durante la
fase de prueba. Como puede observarse, la administracion de
escopolamina durante la ad ¢l aprendizaje del CAS.
Néotese que el grupo control ; y el de salina consuinen menor cantidad
de sacarina con respecto al grupo tratado con escopolamina, Los
datos se expresan en porcentajes con respecto a su linea base en
medias con errores estindar. * p< 0,05,

Resultados del LAM:
Adquisicién: durante los ensayos de adquisicién del LAM (fig. 4), se
encontraron diferencias desde el ensayo 2 (F 2,16 p< 0.0161). Las pruebas de

En el entrenamiento del LAM se invirti6 la administracién de salina y
escopolamina durante la adquisicién. Asi, los animales que recibieron salina
durante el CAS se les administré escopolamina en el LAM, y aquellos que
recibieron escopolamina en el CAS sc les administr6 salina en el LAM. Los
farmacos fueron administrados en la CI 15 min antes del entrenamiento de la tarea.
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comparacién miiltiple revelaron que en este ensayo el grupo con salina (n=6) y
escopolamina (n=6) diferian del grupo control (n=6). A partir del ensayo 5 se
observa que los grupos salina y control aprenden a encontrar la plataforma, en
tanto que el grupo con escopolamina no aprende la tarea (F 2,16 p<0.0021; Fisher y
Sheffé p<0.05).

EFECTOS DE LA APLICACION DE ESCOPOLAMINA
EN LA CORTEZA INSULAR EN LA
ADQUISICION DEL
LABERINTODEAGUA  —°— ES¢

—&a— SAL

—e— CON

40

g
g
g7
3]
0 1 - T Y T ™
El E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 EI0
ENSAYOS
Fig.4. En la grifica se muestran los efectos de la lamina en la

corteza insular sobre la adquisicién del laberinto de agu& Nétese que
a partir del quinto ensayo los grupos salina y control muestran
diferencias significativas con respect al de lamina en las
latencias para rar la p forma, siendo estas ; diferencias mas
pronunciadas hacia los tiltimos tres ensayos, Los resultados se
presentan en medias con errores estandar. * p<0.05,

Prugba: En la prueba del LAM, el grupo tratado con escopolamina tardé
significativamente més que los grupos control y salina (F 2,17 p< 0.006; Fisher y
Sheffé p<0.05) en acudir al Iugar en donde se encontraba la plataforma (fig. 5).
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LATENCIA DE LLEGADA
AL BLANCO
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Fig. 5. Enla gréﬁcase an las latencias de llegada al blanco, 24
horas después de da la adquisicié Como puede observarse, el
grupo de escc lami tardé signifi mas tiempo en

acudir al Iugar del blanco que los otros dos grupos. Los datos se
expresan en medias con errores estindar. * p<0.05,

En la figura 6 se muestran el nimero de cruces que realizan los animales
sobre la regién del blanco, en este parametro, también se observaron diferencias
estadisticas entre los grupos. El grupo que recibi6 escopolamina realiza menor
nimero de cruces ca comparacién con el grupo control (F 2,16 ps0.075; Fisher
p<0.05), mientras que no se observaron diferencias significativas entre los grupos

contro! y salina .
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EFECTOS DE LA ESCOPOLAMINA
ENLA CORTEZA INSULAR

CRUCES SOBRE EL
8 BLANCO ’

NUMERNO DE CRUCES
. .

CON SAL ESC

Fig.6 La grifica muestra el nimero de cruces, que realizan los
grupos sobre el blanco durante 120 seg. Como puede observarse
existen diferencias significativas entre el niimero de cruces que se
realizan entre ef grupo con escopolamina y el control no observandose
diferencias con e grupo con salina, Los datos se expresan en medias
con errores estindar. *p<0.05.

Conclusién del . LL

De este experimento se concluye que el bloqueo colinérgico de la CI,
empleando el antagonista muscarfnico escopolamina a una dosis de 30 pg/ 1ul,
parece impedir la adquisicién de los dos tipos de condicionamientos evaluados.
Sinembargo no se puede descartar un efecto dependiente del estado farmacolégico
producido por la escopolamina. Los resultados obtenidos se comentarin en la
discusién del estudio I.

La figura 7 muestra la reconstruccién histolégica en cortes coronales del
lugar en donde se localizaron las puntas de las cnulas en este experimento.
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Bregma 1.60

Bregma 1.20

Bregma 0.70

Fig. 7. La figura representa en secciones coronales, el sitic en donde se
encontraren las p de las las del experi del bl
linérgico en la adquisicién de condici i aversivos,
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1.2 Efectos de la dministracién de escopolamina en la CI durante 1a
consolidacién de! condicionamiento aversivo a los sabores y del laberinto de
agua de Morris.

En este experimento se intenté dilucidar si el bloqueo colinérgico
inmediatamente después de la adquisicién de los condicionamientos, tenfa efecto
sobre la consolidacién de los aprendizajes del CAS y LAM, Para tal efecto los
animales se asignaron a uno de 3 grupos; 1) aquellos que recibieron escopolamina

* (30 pug/ 1w en 1 min), 2) los que recibieron salina (0.15 M ) mismo volumen, y 3)
controles intactos. Los farmacos se administraron 5 min después de la adquisicién
de los condicionamientos; probédndose los efectos de esta manipulacién el dia de la
prueba. )

Adquisicion del CAS

En este experimento la adquisicién del CAS se hizo exactamente igual que
en el experimento 1.1; a los animales se les presenté agua con sacarina al 0.1%
como estimulo novedoso y 20 min después se les inyect6 i.p. LiCl (0.1 M). Después
de la inyeccién de LiCl se administr6 la escopolamina o la salina en la Cl.

En la prueba a los animales se les presentd el agua con sacarina sin la
inyeccién de LiCl. ’

Se midi6 el porcentaje del consumo de sacarina con respecto a su linea base.

1 ici i i los sa
En este experimento, no se observaron diferencias entre los grupos durante
la adquisicién del CAS. En la fase de prueba del CAS (fig.8), no se observaron
diferencias significativas en la ingesta de sacarina entre los grupos control (n=8) y
escopolamina (n=8); las comparaciones miiltiples encontraron diferencias entre el
grupo al cual se le administré salina (n=7) y el grupo control (F 222 p<.0442;
Fisher p<0.05).
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CONDICIONAMIENTO AVERSIVO A LOS SABORES
EFECTOS DE LA ESCOPOLAMINA ENLA
CONSOLIDACION DEL CONDICIONAMIENTO

40 o

20 o
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CON SAL ESC

Fig.8. La grifica muestra los efectos de la polamina cn la

lidacion del aprendizaje de dici iento aversivo a los
sabores, Como puede observarse, el bloqueo colinérgico en la
consolidacién no produce alteraciones en el aprendizaje del
condicionamiento. Los datos se expresan en medias con errores
estandar. * p<0.05.

Laberinto de agua.:

En este experimento, el entrenamiento del LAM se realizé de igual forma

como en el experimento 1.1, excepto que los farmacos se administraron 5 min
después de que terminé la adquisicién, para ello se cont6 con tres grupos; un
control (n=7) intacto, el grupo que recibié salina en el CAS se le administré
escopolamina (n=7) en el LAM y el que recibié escopolamina en el CAS, en el

LAM se le administr6 salina (n=7).

Resultados de] LAM:

En la adquisicién del laberinto de agua no se observaron diferencias
significativas entre los grupos (fig.2).
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EFECTOS DE LA ESCOPOLAMINA
‘SOBRE LA CONSOLIDACION DEL APRENDIZAJE
DEL LABERINTO DE AGUA

~—a— ESC
—e— SAL

LATENCIA (en seg)

ENSAYOS

Fig.9. En Ia grifica se muestra la fase de adquisicién del laberinto de
agua. En esta fase no se observaron diferendas significativas entre
tos grupos para adquirir la tarea. Los resultados se muestran en
medias con errores estandar.

Como se mencioné en la metodologia, una vez que los animales terminaron
su entrenamiento en el LAM, se les administraron la escopolamina y la salina a los
grupos experimentales y los efectos de esta manipulacién se analizaron durante la
fase de prueba del LAM.

Prucba del LAM:.

La prueba del LAM se 1levé a cabo 24 horas después del entrenamiento.
Como se observa en la figura 10, no se encontraron diferencias significativas entre
el grupo de animales tratados con escopolamina y los animales control; sin
embargo, el grupo de animales que recibi6 salina fué mas lento (F 2,20 p< 0.0404;
Fisher p<0.05) en acudir por primera vez al lugar en donde se encontraba la
plataforma, que el grupo control y el tratado con escopolamina

Analizando el nimero de cruces que realizaron los grupos sobre el cuadrante
donde se localizaba la plataforma durante la adquisicién, no se encontraron
diferencias significativas entre los animales control y los gue recibieron
escopolamina o salina después del enrenamiento (consolidacién) del laberinto de

agua (fig.11).

31



EFECTOS DE LA ESCOPOLAMINA
POS- ENTRENAMIENTO EN LA
100 1 LATENCIA DE LLEGADA AL BLANCO
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Fig.10. En la grifica se observan las latencias de llegada al lugar del
blanco en la fase de prueba de la tarea. En esta fase no se observaron
diferencias significativas entre los grupos control y experimental.
Los datos se cxpresan en medias con errores estindar, * p<0.05.

EFECTOS DE LA ESCOPOLAMINA EN LA
CONSOLIDACION DEL LABERINTO DEL AGUA
8 m CRUCES SOBRE EL BLANCO
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Fig 11, Enla orifics se mucsiva & nidniere de cruces que realizan los
grupos durante 120 seg. sobre el lugar en donde se localizaba el
blanco durante la adquisicién. Como se puede observar, no se
obtuvieron diferencias significativas en el nimero de cruces. Los
datos se expresan en medias con errores estindar,

Resultados
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Regultados

Conclusién del experimento 1.2; I.a administracién de escopolamina (30 pg/
ul) en la CI después de la adquisicién del CAS y del LAM, no tuvo efectos sobre la
consolidacién de los condicionamientos aversivos empleados en este experimento
(ver apéndice). Sin embargo los grupos que recibieron salina si mostraron
diferencias con respecto al grupo control y al de escopolamina, este efecto puede
ser resultado de un cambio osmético en la CI debido a la inyeccién de la solucién
salina.

La figura 12 muestra en cortes coronales, la reconstruccién anatémica del
lugar en donde quedaron las puntas de las cénulas en el esperimento 1.2.
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Bregma 1.60

Bregma 0.70

Bregma 0.20

Fig.12, La figura muestra en secciones coronales el lugar en
donde se localizaron las p de las canulas del experi del
bloqueo colinérgico durante la consolidacidn,
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1.3 Efectos de la administracién de escopolamina en transplantes de corteza
insular durante 1a adquisicién del CAS y el LAM

Con el objetivo de analizar si la actividad colinérgica presente en los
transplantes homotépicos en la CI era importante para el reestablecimiento de las
funciones de esta regién cerebral, en este experimento se bloque6 la actividad
colinérgica de los injertos de CI previamente transplantados. Para que el tejido
fetal injertado se integre bien con el tejido huésped, es necesario realizar lesiones
previas en la zona donde se colocard el transplante. De este modo en este
experimento los animales fueron lesionados en la CI y posteriormente
transplantados y canulados en la CI. Ademds del grupo de animales lesionados se
conté con un grupo de animales intactos como controles.

A continuacidn se explica el procedimiento del experimento 1.3.

Lesién de 1a CL:

En este experimento un grupo de ratas fueron lesionadas electroliticamente
(1 mA AC/ 40s) de manera bilateral, bajo anestesia con pentobarbital (50 mg/kg) en
el drea gustativa de la corteza insular (AP= +1.2mm, L= * 5.5mm, DV=-5.0mm).
En el 12° dia pos lesi6n, los animales recibieron injertos de tejido fetel homotépico
a la CI con factor de crecimicento neuronal (FCN).

El grupo de animales lesionados fué evaluado en el CAS 8 dias después de la
lesién y 15 dfas después del transplante, con el objetivo de tener una comparacién
pre y postransplante.

CAS Pretransplante:

En la fase de adquisicién del CAS, se conté con un grupe de animales
control (CON) y uno de lesionados (LES) en la CI, los cuales se sometieron al
mismo protocolo de adquisicién del CAS seguido en los experimentos 1.1 y 1.2.
Se midi6 el porcentaje del consumo de sacarina con respecto a la linea base.

Resultados CAS (Pretransplante):

En la adquisicién del CAS post lesién (pretransplante), no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos lesionados y controles en su consumo de
sacarina. En la prueba del CAS, se observaron diferencias significativas
(p<0.0007) en la ingesta de sacarina entre los animales lesionados (13.172 + .801) y
los controles (6.778 £ 1.605).
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En la figura 13 se muestra el analisis de los porcentajes de consumo de
sacarina durante la prueba del CAS con respecto a la ingesta basal de agua. Como
puede observarse, existen diferencias significativas (F 1 49 p<0.0001) entre el grupo
control (n=9) y el grupo lesionado (n=32)

EFECTOS DE LA LESION DE LA CORTEZA INSULAR
SOBRE EL CONDICIONAMIENTO AVERSIVO A LOS SABORES
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fig.13. La grifica muestra el efecto de Ia lesién de Ia corteza insular
sobre ¢l condicionamiento aversivo a los sabores. Como se observa,
existen diferencias significativas en el porcentaje de

consumo de sacarina con respecto a su linea base, entre el grupo
control y el de lesionados. Los resultados se muestran en medias con
errores estandar. * p<.05.

Doce dias después de Ia lesién, los animales recibieron injertos de tejido fetal
homotépico provenientes de embriones de ratas gestantes de 16 dias embebidos en
FCN. Eltejido se injert6 estereotixicamente a través de una microjeringa Hamilton
de 10 ml en el mismo sitio de la lesién. Posteriormente con 1a ayuda dc una cénula
gufa, se colocé gelfoam con FCN sobre el transplante. Después de 8 dias se
implantaron estereotaxicamente cdnulas en la regién del transplante (AP +1.2, L,
+5.5, V-2.0).
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Durante la fase de adquisicién las ratas transplantadas y canuladas se
dividieron en dos grupos: uno al cual se le administré 30ug/ 1ul de escopolamina y
otro que recibi6 soluci6n salina (0.15 M, ) en el mismo volumen. Como en la
adquisicién del experimento 1.1, los animales canulados recibieron los fdmacos en
la CI 15 min antes del entrenamiento. Posteriormente se llevé a cabo el CAS
midiéndose el porcentaje del consumo de sacarina con respecto a la ingesta basal de
agua.

En la adquisicién del CAS postranplante el grupo al cual se le administré
escopolamina mostré neofobia con respecto al grupo control y al de salina (F 2,34
p<0.0.007; Fischer y Scheffé p<0.05), sin embargo cuando se realiz6 la prueba del
CAS, este grupo (12+1.0) ingiere mayor volumen de agua con sacarina que los
grupos control (5+.77) y salina (7.33%£1,26), (F 2,34 p<0.0002; Fisher y Scheffé p
<0.05). En la figura 14 se muestran los porcentajes de consumo de sacarina con
respecto a la linea base de los grupos. Como puede observarse, se observaron
diferencias significativas (F 2,34 p< 0.0003; Fisher y Scheffé p <0.05) entre el
grupo control (n=10) y el de salina (n=12) con respecto a el grupo de escopolamina
(n=12).
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EFECTOS DE LA ESCOPOLAMINA EN TRANSPLANTES DE
CORTEZA INSULAR
SOBRE LA ADQUISICION DEL CONDICIONAMIENTO AVERSIVO

A LOS SABORES
100 o
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20 o
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Fig.14. La grifica muestra el porcentaje de consumo de sacarina con
respecto a su linea base. Como se observa, el grupo al cual se le
administrd escopolamina difiere significativamente del grupo control
y el de salina, Los resultados se muestran en medias con errores
estdndar. * p<0,05,

Laberi i e Moris.

En este experimento la administracién de los firmacos se invirtié; aquellos
animales que recibieron escopolamina en el CAS, en el LAM recibieron salina y los
que recibieron salina, en el LAM recibieron escopolamina. Los firmacos se
administraron 15 min antes del entrenamiento del LAM, el cual se hizo como en el
experimento 1.1.

Resultados LAM: .

Durante la adquisicién se analizaron las latencias para encontrar la
plataforma. Como se ilustra en la figura 15, a partir del sexto ensayo, el grupo
tratado con escopolamina (n=11) tard6 significativamente mds tiempo en encontrar
la plataforma (F 2,25 p<0.0376; Fischer p< 0.05)., que los grupos control (n=8) y
salina (n=6).
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EFECTOS DE LA ESCOPOLAMINA SOBRE
TRANSPLANTES DE CORTEZA INSULAR
EN LA ADQUISICION DEL LABERINTO DE AGUA
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Fig.15. En la grifica sc muestra el efecto del blogqueo colinérgico en la
adquisicién del laberinto de agun en ratas con transplante de corteza
insular. Como puede observarse, el grupo al cual se le administré
escopolamina antes de 1a adquisicién tarda significativamente mas
tiempo en localizar la plataforma que el grupo con salina y el control,
siendo este efecto mas pronunciado en los altimos ensayos. Los
resultados estin expresados en medias con errores estindar. * p<0.05.

Prueba del LAM:

En la prueba del LAM se evaluaron las latencias de llegada al lugar en donde
se encontraba el blanco durante la adquisici6n, asi como los cruces realizados en él.
En las latencias de llegada al blanco, se encontraron diferencias significativas entre
los grupos (F 2,24 p<0.0151). Las comparaciones multiples revelaron que el grupo
al cual se le administré escopolamina, tardé significativamente mds tiempo en
acudir al lugar donde se localizaba la plataforma durante la adquisicién que el
grupo control (Fisher y Scheffé p<0.05), no encontrindose diferencias

significativas con respecto al grupo con salina (fig.16).
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EFECTOS DE LA ESCOPOLAMINA EN TRANSPLANTES DE
CORTEZA INSULAR SOBRE LA
LATENCIA DE LLEGADA AL BLANCO

LATENCIA (en seg.)
8
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CON SAL
Fig.16. En la gréifica s¢ tran las | ias de llegada al lugar del

blanco el dia de la prueba. Como puede notarse, el grupo al cual se le
administré escopolamina tardé significativamente mds tiempo en
llegar al luger en donde sc localizaba la plataforma que el grupo
control. Los resultados se muestran en medias con errores estandar.
*

El grupo de animales que recibié escopolamina en la adquisicién, durante la
prueba realizé significativamente (F 2,24 p<0.0376) menor ntimero de cruces sobre
el lugar del blanco que los controles (Fisher y Sheffé p<0.05), no existiendo
diferencias con respecto al grupo con salina (fig.17). ’
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EFECTOS DE LA ESCOPOLAMINA EN
TRANSPLANTES DE CORTEZA INSULAR
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Fig.17. La grifica presenta el niimero de cruces realizados’ por los

grupos sobre la region del blanco ¢l dia de la prueba. Como puede

observarse, el grupo al cual se e administré escopolamina duarante Ia

adquisicién de la tarea realiza menor nimero de cruces sobre Ia

regién del blanco que el grupo control. Los resultados se muestran en
dias con errores esiandar. * p<8.05.

i6n del imento 1,3:

En este experimento se pudo observar que el bloqueo colinérgico de los
transplantes de CI con la escopolamina (30 pg / 1ul), impidieron la adquisici6n del
aprendizaje del condicionamiento aversivo a los sabores y del laberinto de agua.
Estos efectos fueron semejantes a los observados en el bloqueo colinérgico de la
corteza insular intacta. Como en el.caso del experimento 1.1, en el experimento 1.3
no se puede descartar que los efectos observados se deban a un efecto depndiente
del estado farmacolégico en que se encontraban los animales durante la adquisicién
de los condicionamientos evaluados.

Los resultados obtenidos en este primer estudio se discuten a continuacién.
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Discusién I
Efectos del bloqueo colinérgico en la corteza insular

E la_escopolami corteza i n el icion
versi 1 . o

En la serie de experimentos llevados a cabo en este primer estudio,
encontramos que la escopolamina, antagonista colinérgico de los receptores
muscarfnicos, bloque6 la adquisicién del CAS y.del LAM tanto en animales con la
ClI intacta como en animales con transplantes de CI, sin afectar la consolidacién de
estos paradigmas.

Efi )| mina sobre nciones d

El efecto de la escopolamina en la CI sobre 1a adquisicién del CAS apoya los
resultados que se habian obtenido previamente, los cuales sugerfan sobre la
participacién del sistema colinérgico en las funciones gustativas de la corteza
insular (Lopez-Garcia et al., 1990a; 1990b; 1993). En 1993, Lépez-Garcia y cols.
habian demostrado que la lesi6on del NBM impedfa la adquisicién del CAS,
suprimiendo a su vez la actividad de la ChAT en la CI, sin embargo las alteraciones
encontradas podian deberse a que se hubiera afectado alguna otra estructura que
también participara en el CAS y requiriera del aporte colinérgico proveniente del
NBM. En los cxperimentos llevados a cabo en este proyecto, encontramos que el
bloqueo colinérgico directamente sobre la CI impide el aprendizaje del CAS, pero
no afecta su consolidacién.

Los resultados encontrados en el laberinto de agua fueron interesantes, pues
aunque ya se habia reportado que la actividad colinérgica del cerebro anterior y del
hipocampo es importante para la adquisicién de esta tarea (ver Brandeis et al.,
1989; y Dunnet et al., 1991; Richter y Segal 1989; Riekkinen et el., 1990), no se
habfa documentado que la actividad colinérgica en la CI participara en esta tarea.
En 1991, Bermiidez-Rattoni y cols. habfan demostrado que el bloqueo reversible de
la CI con TTX impedia la adquisicién y la retencién del laberinto de agua, pero no
se sabfa sobre qué sistemas de neurotransmisién se estaba incidiendo. Con los
resultados de este primer estudio podemos decir que la actividad colinérgica
presente en la CI, puede participar en la adquisicién pero no en la consolidacién de
esta tarea.

Los resultados obtenidos con el bloqueo colinérgico en la corteza insular
sobre la ade:isicién de los paradigmas de condicionamiento evaluados en este
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estudio, pueden deberse a un efecto dependiente ddel estado farmacolégico,
algunos estudios han demostrado que 1a escopolamina puede inducir el fen6meno
de dependencia del estado farmacolégico (Quirarte et al., 1994).

i )|

Se sabe que los transplantes de tejido cerebral fetal son capaces de promover
la recuperacién de funciones (Bjorklund y Stenevi, 1985). Aunada a esta
recuperacién, la sobrevivencia de los transplantes aumenta si estos se acompafian
de factores tréficos ( Escobar et al., 1993; Frim et al., 1993), sin embargo, otras
moléculas pueden estar implicadas en el reestablecimiento de funciones, tal es el
caso de los neurotransmisores presentes en la regién en cuestién.

En nuestro tercer experimento del primer estudio de este trabajo de
investigacién, la supresién colinérgica de los transplantes homot6picos impidi6 el
aprendizaje del CAS y del LAM. A pesar de que no podemos descartar un efecto
dependiente del estado farmacolégico producido por la escopolamina, este efecto
sobre la actividad colinérgica de los transplantes apoya los hallazgos obtenidos por
Russell y cols. (1994) y por Escobar y cols. (1993, 1994), quienes reportan que la
actividad colinérgica de los transplantes de CI es importante para reestablecer sus
funciones. Ademés de estos estudios, existen otros trabajos realizados en otras
reas cerebrales que han demostrado que, injertos de tejido cerebral fetal ricos en
ACh mejoran déficits cognitivos resultantes de lesiones en la corteza y el
hipocampo (Dunnet, 1991; Ridley y Baker, 1991; Li et al,, 1992; Rosenblad y
Nilsson, 1993). ’

rticipaci inérgi i I

En una gran cantidad de experimentos se ha demostrado que el sistema
colinérgico participa en el aprendizaje de algunos paradigmas conductuales (Prado-
Alcald et al., 1978; Prado-Alcali et al., 1979; Prado-Alcal4, 1985; Evenden et al.,
1992; Introini-Collison y Baratti, 1992; Ogawa et al., 1992; Pirch et al., 1992;
Ogura y Aigner, 1993). Si este sistema se encuentra lesionado o alterado (p.e. en el
envejecimiento), se presentan déficits cognitivos (Bartrus et al., 1986; Gower,
1986; Christensen et al., 1992; Ogawa et al., 1992; Riekkinen et al., 1992;). De
hecho la administracién de agonistas colinérgicos facilitan el aprendizaje y la
memoria de algunos paradigmas conductuales (Santucci et al., 1989; Introini-
Collison y Baratti, 1992). No obstante, el sistema colinérgico no parece
involucrarse en el almacenamiento de la informaci6n (Squire, 1987).
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Nuestros experimentos sugieren, que la actividad colinérgica presente en la
corteza insular participa en el aprendizaje de dos paradigmas de condicionamiento
aversivo. Si la actividad colinérgica de la CI participa en el proceso de adquisicién
de informacién, significa que esta regién cerebral comparte mecanismos semejantes
a los presentes en ofras estructuras mnemicas. '

Otros experimentos serin necesarios para asegurar que la actividad
colinérgica presente en Ia CI participa en procesos mnémicos y poder descartar con
ellos que los impedimentos encontrados en el aprendizaje del CAS y del LAM se
deba a otros fen6menos como la dependecia del estado farmacolégico.
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ESTUDIO 11,
Participacién del sistema glutamatérgico en las funciones de la
corteza insular

2.1 Efectos de la administracién de AP5 en la adquisicién del
condicionamiento aversivo a los sabores y del laberinto de agua de
Morris. '

Este experimento, tuvo como objetivo estudiar la participacién del sistema
glutamatérgico en algunos de los paradigmas de condicionamiento en los que la
corteza insular se encuentra involucrada. En particular estuvimos interesados en
evaluar la participacién glutamatérgica a través de sus receptores tipo NMDA en
la adquisicién del CAS y del LAM, para tal efecto se emple6 un antagonista
competitivo de los receptores NMDA; el acido fosfonopentanéico "AP5".

Con el objeto de encontrar una dosis efectiva se emplearon dos concentraciones
diferentes de la droga; 3 pg/ipl y Gpg/ipl.

Procedimiento:

Al igual que en los experimentos I.l1 y 1.2, en estos experimentos se
emplearon ratas intactas como controles y se canularon otras en la CI para los
grupos experimentales (ver métodos y materiales).

ionamiento aversiv r

Para estudiar los efectos del APS sobre la adquisicién del CAS, los animales
canulados se dividieron en tres grupos: 1) uno que recibié APS 3 pg/ 1p1 20 min
antes de la adquisicién, 2) uno que recibié6 AP5 6ug/ ipl 20 min antes de la
adquisicién y 3) el que recibié el vehiculo del farmaco, buffer fosfatos 0.001M,
tul (PB) 20 min antes de la adquisicién. Una vez administrados los farmacos, se
llevé a cabo la adquisicién del CAS, que como en los experimentos del estudio I,
consisti6 en la presentaci6n de agua con sacarina durante 10 min, pasados 20 min
se administr6 la inyeccién i.p. de LiCl. El dfa de la prueba del CAS, sélo se
present6 agua con sacarina sin la inyeccién posterior de LiClL.

Resultados CAS:

En este experimenio no seé enconiraron diferencias significativas entre los
grupos, en el consumo de sacarina durante 1a adquisicién del CAS. En la fase de
prueba del CAS se encontraron diferencias significativas entre los grupos (F 3,30
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p<s0.0033), con las pruebas de comparacién miiltiple se observé que el grupo de
AP5 3 pug/ 1l (15 £2.608) y el de AP5 6 pg/ nl (12.286 = 4.786) difieren
sinificativamente ( Fisher p<0.03), con respecto a los grupos con PB (7.25 *
3.98) y control (6.778 * 6.058). La figura 18 muestra el consumo de sacarina
con respecto a la ingesta basal de agua, en este anilisis se observé que los grupos
de AP5 de 3pg/lul (n=6) y 6ug/1pl (n=7) difieren significativamente (F 3,30
p<0.003; Fisher p<0.05) del grupo con buffer (n=12) y del control (n=9) .

EFECTOS DEL AP5 EN LA CORTEZA INSULAR
SOBRE LA ADQUISICION DEL
CONDICIONAMIENTO AVERSIVO A LOS SABORES

100 o

CONSUMOEN % DELB
-]
-

CON PB AP5(6ug) APS(3ug)

Fig.18. La grafica muestra el porcentaje de consumo de
sacarina con respecto a su linea base, Como puede
observarse, los grupos con APS5 difieren significativamente de
los grupos control y buffer. Los resultados sc muestran en
medias con errorcs estindar. * p<0.05.
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2.1.1 Dependencia del estado farmacolégico.

.En los experimentos conductuales en los cuales la funcién de una estructura
se bloquea por medios farmacoldgicos, siempre existe la posibilidad de que los
resultados obtenidos se deban a un efecto de dependencia del estado farmacolégico
Para descartar esta posibilidad llevamos a cabo un experimento en el cual
empleamos un grupo al que administramos APS (3 pg /1ul) 20 min antes de la
presentacién de la sacarina (fase de adquisicién) y en la fase de prueba volvimos a
inyectar APS (3 pg/ 1ul) 20 min antes de la presentacién de la sacarina (grupo
AP5 A-P) Este procedimiento se llevé a cabo con el objeto de que los animales
estuvieran en el mismo estado farmacoldgico en que la tarea habfa sido aprendida.
Se tuvo un segundo grupo al cual se le administr6 AP5 (3 pg/ 1ul) sélo el dia de
la prueba (grupo AP5 P) 20 min antes de darle la sacarina; finalmente se contd
con un grupo control intacto. En los grupos que recibieron AP5 se administré la
dosis de (3 pg/ 1ul) porque en el experimento anterior resultd ser la més efectiva.

Resujtados :

En este experimento observamos que €l grupo de APS inyectado antes de la
adquisicién y antes de la prueba (15 ml * 4), difiere sigificativamente en su
ingesta de sacarina (F 2,9 p< 0.0009; Fisher y Sheffé p<0.05) del grupo control (3
ml + 1) y del grupo de AP5 (4 ml £1) inyectado Gnicamente antes de la prueba.

La figura 19 muestra el porcentaje de sacarina consumida con respecto a la
ingesta basal de agua, en ella se observa que; el grupo AP5(A-P) (n=4) difiere
significativamente (F 39 p<0.0106; Fisher y Sheffé p<0.05) del grupo control
(n=4) y del grupo de AP5 (P) (n=4) en el consumo de sacarina.

Es importante notar que e} APS inyectado antes de la prueba, no tuvo
ningiin efecto sobre la evocacién de la aversién condicionada.
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EFECTOS DEL AP5 (3 pg/p1) EN LA CORTEZA INSULAR
SOBRE EL CONDICIONAMIENTO AVERSIVO A LOS SABORES

EVALUACION DE LA DEPENDENCIA DEL ESTADO
FARMACOLOGICO

»*

120 =

40

13

CON APS5 (A-P) AP5 (P)

CONSUMOEN % DELB

Fig.19. En la grafica se muentra, la evaluacién de Ia
dependencia del estado, Como puede observarse, los animales
probados en el mismo estado farmacolégico en que
adquirieron la tarea, no muestran aversién a la sacarina, en
tanto que los animales del grupo control y los inyectados
después de la consolidacién (en la evocacién), presentan
aversion a la sacarina. Los datos se muestran en medias y
errores estdndar. * p<0.05.

erin ua de i

Cuando se llevé a cabo el paradigma del laberinto de agua, la
administracién de firmacos se invirtié, poniendo buffer a los que habian recibido
APS5, y AP5 a los que se les habia dado buffer en el CAS.

Al igual que en el CAS, en la adquisicién del laberinto de agua se evaluaron
4 grupos de animales: un grupo control intacto (n=15), uno al cual se le '
administré buffer ( 1i1) (n=22), uno que recibié AP5 (3 pg/ 1u1) (n=15) y uno al
cual se le administr6 AP5 (6 pg/ 1nl) (n=6).
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Para estudiar los efectos del APS5 en 1a adquisicién del laberinto de agua los
firmacos se administraron 20 min antes del entrenamiento. Como en el estudio I,
en este experimento los animales se sometieron a un entrenamiento que consté de
10 ensayos. En cada ensayo el animal tuvo que encontrar la plataforma ubicada
en uno de los cuadrantes del laberinto, la duracién maxima de cada ensayo fué de
45 seg. Se evaluaron las latencias de llegada a la plataforma.

En la figura 20 se muestra la adquisicién del laberinto de agua. Las
diferencias entre los grupos comenzaron a observarse desde el segundo ensayo (F
3,54 p =.0573), donde el grupo de AP5 3ug difiere del grupo control (Fisher

p<0.05)

EFECTOS DEL APS EN LA CORTEZA INSULAR
. SOBRE LA ADQUISICION DEL
LABERINTO DEAGUA —o— CON
—a—- PB
~—®/-— APS (3
50
1 .t AP
40 4
§ 304
=
g 20
=
2
= 10 4
[

El E2 E3 E4 ES E6 ET E8 E9 EI0
’ ENSAYOS

Fig.20. La grafica muestra el efecto del APS a 3 y 6 ng/ipl
sobre la adquisicién de la tarea del laberinto de agna. Como se
puede observar, ¢i AP5 impide ia adquisicion de esta tarea.
Los datos se muestran en medias y errores estindar. * p<0.05

Resultados
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Prueba del LAM: :

En la fase de prueba del LAM ademds de contar con los grupos control
(n=15) y los que recibieron AP5 (3 y 6 pg/ 1ul) antes de la adquisici6n de la tarea
(n=8 y n=6 respectivamente), una parte de los animales de los grupos que
_ recibieron buffer (PB) y AP5 (3 pg/ 1pl) fueron empleados para evaluar la

dependencia del estado farmacol6gico en el LAM. En esta prueba como en el CAS
se utilizé la dosis de AP5 (3 pug/ 1pul) para analizar la dependencia del estado
farmacolégico, por ser la mas efectiva. De este modo se tuvieron los siguientes
grupos: uno al cual se le administré PB antes de la adquisicién del LAM y antes
de su prueba (PB-PB, n=3), uno al que se le administr6 PB antes de la adquisici6n
del LAM y APS antes de su prueba (PB-APS5, n=4), uno al que se le administré
AP35 antes de la adquisicién del LAM y PB antes de la prueba (AP5-PB, n=4) y
finalmente uno al que se le administr6 AP5 antes de la adquisicién del LAM y
APS5 antes de la prueba (AP5-APS5, n=3).

Resultados de 1a prueba del LAM:

La prueba se realizé 24 hrs después de la adquisicién, en ella se analizaron
las latencias de llegada al lugar del blanco, asf como el mimero de cruces que los
animales realizaron sobre esta regién del laberinto.

En la figura 21, se muestran las latencias de llegada al lugar donde se
localizaba la plataforma durante la adquisicién. Como puede observarse, se
encontraron diferencias significativas entre los grupos en las latencias de llegada
al blanco (F 3, 40 p<0.0001),las pruebas de comparacién miltiple muestran que el
grupo de AP5 (3 pg/ 1ul) difiere del grupo control y del grupo PB (Fisher y
Sheffe p<0.05) , y el grupo de AP5 (6 pg/ 1pl) difieren significativamente (Fisher
y Sheffé p<0.05) de los grupos CON y PB.
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EFECTOS DEL APS5 EN LA CORTEZA INSULAR
DURANTE LA ADQUISICION DEL LABERINTO DE AGUA

lzoLA'I'ENCIA DE LLEGADA AL BLANCO
=

1001

LATENCIA (en seg)
3

[]

CON rg AP5(3pg) APS5(6pg)

Fig. 21. La grifica muestra los efectos del AP5 en las
latencias de llegada al lugar del blanco evaluadas en la prueba
de la tareca.Como puede observarse, los grupos con APS,tardan
significativamente mas tiempo en acudir a Ia region del blanco,
con respecto 2l grupo control y al buffer. Los resultados se
muestran en medias con errores estandar. * p<0.05.

La figura 22 muestra la evaluacién de la dependencia farmacoldgica en el
LAM. Como puede observarse, los grupos AP5-PB y APS5-APS5 difieren
significativamente de los grupos CON y PB-PB (F 4,24 p<0.0001; Fisher p<0.05).
Con estos resultados se descarta que el efecto del APS durante la adquisicién del
LAM, se deba a un efecto dependiente del estado farmacolégico. Es importante
notar que el grupo PB-AP5 mostrd diferencias significativas con respecto al
grupo control (Fisher p<0.05), pero no con el grupo PB-PB.
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EFECTOS DEL APS EN LA CORTEZA INSULAR
LATENCIA DE LLEGADA AL BLANCO
EVALUACION DE LA DEPENDENCIA
DEL ESTADO FARMACOLOGICO

120 w

100.1

CON PB-PB  PB-APS APS-PB  APS-APS

LATENCIA (en seg)
8
e

Fig.22, La grifica a la evaluacién de Ia dependencia del

do far logico en las 1 ias de llegada al cuadrante
en donde se encontraba la plataforma, en los animales que
recibieron AP-5 durante la adquisicién del LAM. Como puede
observarse los animales que recibicron AP5 en la adquisicion
y en la prueha tardan mads tiempo en acudir al cuadrante en el
cual se ubicaba el blanco. Los datos se muestran en medias y
errores estindar. *p<0.05.

Los animales que recibieron APS en la adquisicion del LAM, durante la
fase de prueba realizaron menor nimero de cruces (F 330 p<.001; Fisher
p<0.05) sobre el cuadrante en donde se encontraba la plataforma en la adquisicién
en comparacién con los grupos control y buffer (fig.23).

52



Resultados

EFECTOS DEL APS EN LA CORTEZA INSULAR

0 NUMERO DE CRUCES EN EL BLANCO
-

6

NUMERO DE CRUCES

CON PB APS (3pg) APS (611g)

Fig.23. La grifica ilustra el nimero de cruces que realizaron
durante la prueba los animales de los diferentes grupos.
Notese como los animales que recibieron AP5 durante la
adquisicién, hicieron menor nimero de cruces sobre la’ regién
en donde se hallaba el bl Los datos se muestran en
medias con errores estandar, * p<0.05.

Al hacer la evaluacion de la dependencia del estado farmacolégico del AP5
sobre el LAM, pudimos observar que aquellos animales que recibieron AP5 antes
de la adquisicién (AP5-PB y APS5-APS), no importando si recibieron buffer o
APS5 antes de la prueba, redujeron el nimero de cruces realizados sobre el lugar
del bianco (F 4,34 p<0.0013; Fisher p<0.05) el dia de la prueba. Asi las
alteraciones observadas en el aprendizaje del LAM, se debieron a los efectos del
bloqueo glutamatérgico y no a un efecto de dependencia del estado farmacoldgico
(fig.24).
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EFECTOS DEL AP5EN LA CORTEZA INSULAR
SOBRE EL NUMERO DE CRUCES EN EL BLANCO -
EVALUACION DEL LA DEPENDENCIA

10 - DEL ESTADO FARMACOLQGICO

1

8
g *1
-
5 6o
a
2 e ’
g . .
E 1J

CON | 2:] PB-APS APS-PB APS-APS

Fig. 24, En la figura se presenta el nimero de cruées que
realizaron ' durante la prueba, los diferentes grupes de -
animales. Se observa que en los grupos de animales a los
cuales se administré APS antes de la adquisicién, realizan
menor nidmerc de cruces sobre Ia region del blanco el dia de
prueba. Los datos se muestran en medias y crrores estindar.
* p<0.05.

Conclusién del . 2l
Como puede observarse, en este experimento se encontré que el bloqueo de
los receptores al glutamato tipo NMDA produce impedimentos en la adquisicién
de dos tipos de condicionamientos aversivos. Estos impedimentos no son debidos a
una dependencia del estado farmacol6gico.
Los resultados se discutirdn mas adelante, en la discusién de todos los datos

del estudio II.

En las figuras 25 v 26 se muestra el Jugar en dondc sc enconiraron las
puntas de las cdnulas en la CI de las ratas empleadas para estos experimentos.
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Bregma f.20

Bregma (.48

Bregma -0.30

Fig 25. En la figura se muesira en cortes coronales, el lugar
aproximado en donde quedaron las canulas del grupo con APS

(Bug/ul).
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Bregma 1.60

Bregma 1.00

Bregma -0.26

Fig.26. La figura muestra en cortes coronales, el lugar
aproximado en donde se localizaron las puntas de las

chinulas del grupo de APS (€ug/u!).
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2.2 Efecto del APS en la consolidecién del aprendizaje
delcondicionamiento aversive a los sabores y del laberinto de agua de
Morris.

El objetivo de este experimento fué estudiar la participacién del sistema
glutamatérgico mediado por sus receptores tipo NMDA de la corteza insular, en
la consolidacién del condicionamiento aversivo a los sabores y del laberinto de
agua. Como en los experimentos 2.1 y 2.1.1, se emple6 el AP5 (3ug /Iul),
antagonista competitivo de los receptores NMDA.

P Jimiento: - v

Para llevar a cabo este objetivo, se emplearon ratas intactas como controles
y canuladas en la CI como animales experimentales (ver metodologfa) . Los
animales canulados se dividieron en los siguientes grupos; 1) uno al cual se le
administr6 AP5 a los 30 min pos-adquisicién (n=8), 2) uno al cual se le
administré AP5 120 min pos-adquisicién (n=7), 3) uno que recibié buffer .001M
( PB) pos-adquisicién a los 30 min (n=, 6) y finalmente se cont6 con un grupo
control intacto (n=13). Los animales que en el CAS recibieron APS5, en el LAM
se les administr6 buffer y viceversa.

Condicionamiento Aversivo alos Sabores

La fase de adquisicién consisti6é en la presentacién de agua con sacarina
durante 10 min, pasados 20 min se administr6 la inyeccién i.p. de LiCl. Después
de 30 min o 120 min de Ia inyeccién del irritante géstrico los animales canulados
recibieron AP5 o PB en la corteza insular. Las manipulaciones realizadas en la
consolidaci6n del CAS, se evaluaron en la fase de prueba del CAS.

Resultados CAS:

En la adquisicién del CAS no se observaron diferencias en el consumo de
agua entre los grupos. Los efectos del AP5 en la consolidacién del CAS se
midieron durante el dfa de prueba; €l anélisis de varianza del consumo de sacarina
durante esta fase mostré diferencias significativas eatre los grupos (F 3,30 p<
0.0001); las comparaciones multiples mostraron que el APS inyectado a los 30
min, asf como a los 120 min pos-adquisicién mostré diferencias significativas con
respecto a los otros grupos: AP5 30' (10 £3) vs CON (5 +2), AP5 30’ vs APS-
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120' (15 +4), PB (7 +2) vs AP5-120', CON vs AP5-120' (Fisher y Sheffé ps
0.05).

En el andlisis del porcentaje del consumo de sacarina con respecto al
consumo basal de agua, también se encontraron diferencias significativas entre los
grupos (F 3,30 p< 0.0001), con el andlisis a posteriori de comparacién miltiple, se
‘observé que el grupo de AP5 30 min y el AP5 120 min difieren
significativamente del grupo control (Fisher y Sheffé p<0.05), el AP5 120 min
difiere ademds del grupo de PB y del grupo de AP5 30 min (Fisher y Sheffé
p<0.05). Los resultados del CAS se muestran en la figura 27.

EFECTOS DEL APS (3ug /ul) EN LA CORTEZA INSULAR
SOBRE LA CONSOLIDACION DEL CONDICIONAMIENTO
. AVERSIVO A LOS SABORES
120 o *

100 o
9

80 o *

60

40 u Smm—g—

. CONSUMO EN % DE LB

20 4

CON PB AP5.30' AP5-12¢0'

Fig.27. La figura muesira el efecto del bloqueo glutamatérgico
durante la consolidacién del CAS. Como se puede observar
los grupos con APS a los 30’ y a los 120' no muestran
aversion a la sacarina comparados con el grupo control. EI
mayor bloqueo de la consclidacién se obtuvo con la
_administracion de AP5 a los 120'. Los resultados se muestran
en medias con errores estindar. * p<0.05
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Laberinto d e Mois:

Al igual ‘que en los experimentos previos, para evaluar los efectos del APS
en la consolidacién del aprendizajc del laberinto de agua, los animales fueron
sometidos a un entrenamiento de 10 ensayos para aprender a localizar la
plataforma. Terminada la fase de entrenamiento o adquisicién, el APS(3ug /1ul)
o el buffer se administré a los 30" y 120' pos-adquisicién. Para llevar a cabo este
experimento, se cont6 con los siguientes grupos: 1) uno al cual se le administré
APS5 a los 30 min pos-adquisicién (n=6); 2) uno al cual se le administré6 APS 120
min pos-adquisicién (n=6); 3) uno que recibié buffer .001M ( PB) pos-
adquisicién a los 30 min (n=4), 3) uno que recibi6 buffer .001M ( PB) pos-
adquisicién a los 120 min (n=4) y el grupo control intacto (n=13).

Resultados LAM

Para graficar la adquisicién del LAM en este experimento, los animales se
agruparon de acuerdo al tratamiento que recibieron después del entrenamiento.
Esto se hizo con el objeto de mostrar como fué la adquisicién de cada uno de los
grupos antes de manipular su consolidacion.

Como se observa en la figura 28, durante la fase de entrenamiento del
laberinto de agua, los tres grupos de animales aprendieron a localizar la
plataforma sin diferencias significativas en la mayorfa de los ensayos.

- ADQUISICION DEL LABERINTO DE AGUA

50 —&—— PB

LATENCIA (enscg)

ENSAYOS

Fig.28. La grifica muestra la adquisicon del LAM antes de
administrar AP5. Como puede observarse, todos los grupos
adquirieron la tarea. Los datos se presentan en medias y
errores estindar. * p<0.05.
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Prueba del LAM

Los efectos’ de la manipulacién glutamatérgica en la consolidacién del
-LAM, se evaluaron en la fase de prueba de la tarea, ésta se llevé a cabo 24h
después de la adquiscién. En la prueba no se encontraron diferencias significativas
en el andlisis de las latencias de llegada, ni en el nimero de cruces realizados por
los grupos sobre la regién del blanco (fig.29 y 30 respectivamente).

EFECTOS DEL AP5 EN LA CORTEZA
INSULARSOBRE LA CONSOLIDACION DEL
LABERINTO DE AGUA

110 LATENCIA DE LLEGADA AL BLANCO
100
% bt
T =
]
-
s 50
E 40
3 3
20
19
0

CON PB-30 PB-120" APS-30° APS-120

Fig. 29. La grifica muestra las latencias de llegada al lugar
del blanco el dia de la prueba. Como se puede observar no se¢
encontraron diferencias entre los grupos en sus latencias en
acudir a la regién en donde se ubicaba la plataforma. Los
resultados se expresan en medias y errores estandar.
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EFECTOS DEL APS EN LA CORTEZA INSULAR
DURANTE LA CONSOLIDACION DEL LABERINTO DE AGUA
1 CRUCES SOBRE EN BLANCO

I
~

5

NUMERO DE CRUCES

CON PB-30 PB-120'  AP5-30 APS5-120'

Fig.30. La figura muestra el nimero de cruces realizados
sobre la region del blanco. Como puede observarse, no existen
diferencias significativas entre los grupos en el niimero de
cruces que realizaronn sobre el lugar del blanco. Los
resultados sec muestran en media y errores estandar

Los resultados del experimento 2.2, muestran que el AP5 impide la
consolidacién del CAS cuando es administrado a los 30 min y 120 min, sin afectar
la consolidacién del LAM. A continuacién se discuten los hallazgos obtenidos en
el estudio II.

La figura 31 muestra la reconstruccién del lugar aproximado en donde
quedaron las puntas de las canulas en este experimento.
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Bregma 1.20

Bregma 0.70

Bregma 0.48

Fig.31. La_ figura muestra en cortes coronales, la
reconstruccion histolégica del lugar aproximado en donde
on las p de las cénulas en el experi 2.2,

q
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Discusién estudio II.
Efectos del bloqueo glutamatérgico en la corteza insular

En este estudio se intenté dilucidar si el bloqueo de los receptores
glutamatérgicos tipo NMDA, con el 4cido DL-2-amino-5-fosfonopentanéico
(AP5) en la corteza insular, impedfa la adquisicién y la consolidacién del
condicionamiento aversivo a los sabores y del laberinto de agua. Nuestros
resultados mostraron que el APS administrado 20 min antes de la adquisici6n
bloque6 el aprendizaje del CAS y el LAM. En tanto que la administracién del
APS5 30 min y 120 min pos-adquisicién, s6lo bloqueé la consolidaci6én del CAS sin
afectar el LAM.

Bl fe la adquisicié 1 APS

Una gran cantidad de estudios sugieren que los receptores glutamatérgicos
tipo NMDA estin involucrados en el aprendizaje de diversos paradigmas
conductuales (Parada-Turska y Turski, 1990; Morris y Butcher, 1991; Davis et
al., 1992; Bolhuis y Reid, 1992; Wilner et al., 1993; Bliss y Collingride, 1993;
Ogura y Aigner, 1993).

Aungue en experimentos previos se habfa demostrado que la corteza insular
participaba en la adquisicién del CAS, se desconocfa qué mecanismos
neuroqufmicos subyacian a su papel en el CAS. Con estos experimentos
demostramos que Ia actividad glutamatérgica mediada por los receptores NMDA
participa en la integraci6n de la informacién gustativa en la corteza.

El APS no sélo bloquea la adquisicién del CAS, sino que impide la
adquisicién de otros condicionamientos aversivos como la respuesta de miedo
(Davis et al., 1994; Fenslow; Misserendino et al., 1990; Lavon et al,, 1993) y la
aversién al olor potenciada por el gusto (Willner et al., 1992)

En este estudio la administracion de APS en la corteza insular, también
impidi6 la adquisicién del LAM; Bermiidez-Rattoni y McGaugh (1991), habfan
demostrado que el bloqueo de los canales de sodio en la CI impedia la adquisicién
del laberinto de agua, pero no se sabfa con exactitud que sistemas de
neurotransmisién se estaban afectando. Con los resultados obtenidos en este
segundo estudio encontramos que el sistema glutamatérgico es uno de los
mecanismos involucrados. En otras cstructuras como el hipocampo (Morris y
Butcher 1990; Davis et al., 1992), se ha demostrado que la actividad
glutamatérgica es importante para la adquisici6n de tareas espaciales como la del

" laberinto de agua. Esto indica que los mecanismos que subyacen al aprendizaje de
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una tarea, en este caso-el laberinto de agua, pueden encontrarse en diferentes
estructuras cerebrales que participan en la adquisicién de la misma,

Si bien el AP5 impide la adquisicién de algunos aprendizajes, son raros los

" reportes en donde el APS5 afecte su expresién una vez que estos se han consolidado

(Bolhuis y Reid 1992). Al parecer se requiere que la administracién se realice

inmediatamente después del entrenamiento (Ferreira et al.,1992; ver Davis et

al.,1994). Ungerer y cols. (1991), han mostrado que la administracién de otros

antagonistas competitivos del receptor NMDA como el CPP y el y-LGLA impiden
la consolidaci6n del aprendizaje de la tarea de evitacién en un laberinto en Y.

En este proyecto se pudo impedir la consolidacién del CAS administrando
AP5 30 y 120 min pos-adquisicién. Lo cual sugiere que mecanismos
glutarnatérgicos participan en la consolidaci6n de la informacién gustativa y que
esta consolidacién tarda mucho mayor tiempo que la encontrada en otros
paradigmas de aprendizaje y memoria (ver discusién general).

La administracién de APS5 pos-adquisicién no tuvo efectos en la
consolidacién de la tarea de laberinto de agua; estos resultados concuerdan con
datos provenientes de experimentos realizados en otras estructuras cerebrales, en
donde el blogueo de los receptores NMDA no parecen afectar la consolidacién de
la tarea, si esta ha sido previamente aprendida (Morris y Butcher, 1990; Shapiro y
O’Connor, 1992). En el laberinto de agua puede ser necesario administrar los
antagonistas de los receptores NMDA en el periodo interensayo para bloquear la
consolidacién, ya que por las caracteristicas de la tarea, es posible que su
aprendizaje se vaya consolidando en cada ensayo.



El asesinato de Allende en Chile eclipsé rapidamente el recuerdo de la invasion
de Bohemia por los rusos, la sangrienta masacre de Bangladesh hizo olvidar a
Allende, el estruendo de la guerra del desierto de Sinai’ oculté el llanto de
Bangladesh, la masacre de Camboya hizo olvidar al Sinai , etcétera, etcétera,
ercétera, hasta el mds completo olvido de todos por todos.

"El libro de la risa y el olvido"
Milén Kundera. -
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VII DISCUSION GENERAL

Experimentos previos han sugerido que la corteza insular participa en el
condicionamiento aversivo a los sabores (Bermidez-Rattoni, 1986; Chalmers.
1990). La lesién de la CI impide la adquisicién del CAS, no obstante, con injertos
de tejido fetal hom6logo a la CI se reestablece la capacidad de aprender el CAS.
Pruebas bioqufmicas realizadas en la corteza insular y en transplantes de esta
regi6én cortical, han mostrado que la actividad colinérgica participa en las
funciones de la CI intacta mientras que en los transplantes, la actividad colinérgica
se restablece en paralelo con el desarrollo anatémico de los injertos y de la
conducta. Ademis de la actividad del sistema colinérgico en la CI, se ha
reportado la presencia de otros sistemas de neurotransmisién tal es el caso del
sistema glutamatérgico.

En el presente proyecto se analiz6 la participacién de la actividad
colinérgica en la adquisicién y la consolidacién del condicionamiento aversivo a
los sabores y del laberinto de agua de Morris, se antagonizé la actividad
colinérgica de tejido transplantado, para saber si la presencia de la actividad
colinérgica en esta regién era necesaria para el restablecimiento de funciones
mediada por el transplante. En la segunda parte de este proyecto, se estudié la
participacién del sistema glutamatérgico en la adquisicién y consolidacién de los
condicionamientos arriba mencionados.

La corteza insular como una regién que regula mecanismos que
subyacen al condicionamiento aversivo a los sabores y al laberinto de
agua.

El bloqueo colinérgico o glutamatérgico de la CI durante la adquisicién
impide el aprendizaje de tareas conductuales, este fenémeno se ha observado en
otras estructuras comprometidas en algin tipo de aprendizaje y memoria. En
nuestros experimentos tuvimos 2 resultados importantes:

1) La administracién de escopolamina no sélo parece bloquear el
aprendizajc dc! CAS sino también el del LAM. Este ultimo paradigma de
aprendizaje permite la evaluacién de la memoria de referencia. La participacién
de 1a CI en esta tarea puede deberse a las conexiones que mantiene con la
amigdala, corteza frontal, corteza entorrinal, e hipocampo.
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2) La administracién de AP5 a 30' y 120' postadquisicién, impidi6 el
proceso de consolidacién del CAS, este efecto fué mayor a los 120'
posadquisicién. Este efecto no se observé en el LAM. Sin embargo el LAM si
puede ser bloqueado suprimiendo los canales de sodio con TTX pos-
entrenamiento, pero no el CAS (Bermidez-Rattoni et al., 1991b). Este efecto se
debe a que la TTX afecta cualquier sistema de neurotransmisi6én dependiente del
impulso nervioso. Las diferencias encontradas entre la administracion de TTX y
APS posadquisicién pueden ser explicadas de la siguiente manera:

a) Se sabe que a -80mV, la TTX no afecta el receptor NMDA, a este
potencial de membrana el receptor tipo NMDA se encuentra bloqueado por un ion
magnesio. Para funcionar, estos receptores deben ser depolarizados, una vez que
esto ocurre el Mg que obtruia el canal es removido, dejando pasar iones de sodio
y también de calcio. Para activar los receptores NMDA, primero se activan los
otros subtipos de receptores glutamatérgicos, se depolariza la membrana se
remueve el Mg y se activan los NMDA. Una vez depolarizada la membrana, se
pueden producir espigas de NMDA atin en presencia de TTX, estas s6lo se
bloquean por quelantes de calcio como el verapamil (ver Stone y Burton 1987),
cabe decir que la membrana puede ser depolarizada por la activacién de
receptores no glutamatérgicos. Esta puede ser la causa por la cual la TTX no
produjo ningin efecto en el CAS, cuando se administré despues de Ia adquisicién,
porque el receptor NMDA puede segir funcionando en su presencia. Asi el
bloqueo farmacolégico de la CI puede impedir la consolidacién del CAS, siempre
y cuando se hallan bloqueado los receptores tipo NMDA (v.g. con un antagonista
como el AP5).

b) La asociacién de la informacién visceral con la gustativa, no es inmediata
(segunda razén por la cual la TTX es incapaz de afectar el CAS), se requiere de
un periodo largo para que el mecanismo de retroalimentaci6n sea integrado en la
corteza. De este retardo se desprende quizd, la explicacién de porqué se obtuvo
mayor efecto cuando se bloqueé la consolidacién a los 120",

Garcfa y Holder (1985), comentan que, el CAS estd sujeto a un mecanismo
de retroalimentacién biolégica que tarda mucho mds tiempo en consolidarse. Una
vez que se administra el irritante géstrico, esta informacién tarda en ser integrada
debido a que el organismo tiene que metabolizar primero los alimentos y luego
entonces la informacién de si lo ingerido fué nutritivo o né llega al sistema
nervioso, Chambers comenta que la informacién del estfmulo incondicionado
(malestar géstrico) puede accesarce mas répido a la corteza a través del 4rea
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postrema, sin embargo, para que este sea integrado como aversivo requiere de
mayor tiempo. En el caso del LAM, los animales van consolidando la tarea en
cada ensayo, por lo que el bloqueo de este paradigma después del periodo de
adquisicién, puede ya no ser afectado. Ferreira y cols. (1992) han demostrado
que la administracién de AP5 en la corteza entorrinal dentro de los 90 6 180 min.
después del entrenamiento bloquea la consolidacién de un paradigama de evitacién
pasiva. Sin embargo, la prevenci6n pasiva en su forma clésica consta de un sélo
ensayo, es decir no hay oportunidad para que en cada ensayo la tarea se consolide.
Los condicionamientos evaluados a pesar de ser afectados por lesiones en la CI, no
comparten los mismos circuitos, asf mismo los atributos de los estimulos
condicionadoss difieren. El CAS es un condicionamiento interoceptivo en el cual,
la irritacién producida por el cloruro de litio tiene un efecto que dura més tiempo
en ser procesado. De modo que, al administrar AP5 a los 30 y 120 minutos post-
entrenamiento se pudo impedir la asociacién entre el estimulo novedoso o
condicionado (sabor) y el estimulo incondicionado (irritacién por el LiCl).

3) Aunado a la activacién dependiente de voltaje y al retardo en la
asociacién visceral y gustativa, se encuentra la especificidad de las estructuras
involucradas en el CAS y el LAM. En el CAS ademés de la participacién de la
Cl, algunos grupos de investigacién afirman que el micleo parabraquial del puente
(Spector et al., 1992) y la amigdala (Gallo et al., 1992; Yamamoto, 1993;
Yamamoto et al., 1994) participan de manera importante en la adquisicién y
consolidacién del CAS, es decir existe un circuito anatémico involucrado en este
condicionamiento. En el LAM otras estructuras pueden ser més importantes en la
consolidacién de la tarea.

;Cuéles son las caracteristicas que comparten el CAS y el LAM para que su
aprendizaje pueda ser impedido con lesiones de la CI?

El CAS es un paradigma de condicionamiento aversivo y el LAM es un
paradigma conductual en el cual el animal tiene que escapar de una situacién
aversiva. En el primero se adquiere una respuesta interoceptiva y en el segundo se
entrena en una tarea de memoria espacial con caracteristicas exteroceptivas. Se
desconoce cuantas estructuras participan en ambos condicionamientos,
hist6ricamente se¢ ha relacionado ai CAS con las corteza insular y al LAM con la
funcién hipocampal; pero las caracteristicas de ambas tareas permiten
considerarlas paradigmas de condicionamiento aversivo.
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El sistema limbico regula algunos aspectos emocionales y motivacionales de
la conducta (Franck et al., 1989). De las estructuras Ifmbicas se ha demostrado
que la amfgdala participa en la integracién de la informacién con un contenido
hed6nico (Gaffan, 1992; Lavon et al., 1993; Davis, 1994). La amfgdala mantiene
conexiones con la CI (Yamamoto et al., 1984) y con el hipocampo (Davis, 1994).
Mientras la amigdala y a la CI participan en la integracién de la informaci6n
aversiva, al hipocampo se le ha relacionado con la codificacién de algunos
aspectos cognitivos (Eichembaum, 1992; Olton y Shapiro, 1992). Asf, el blogueo
de la amfgdala, de la CI, o del hipocampo tiene efectos diferentes sobre los
condicionamientos aversivos, por ejemplo, si se bloquea el hipocampo se altera el
aprendizaje del laberinto de agua (Morris et al., 1982) pero no del CAS
(Bermidez-Rattoni et al., 1987), si se bloquea la amfgdala no se afecta la
adquisicién del laberinto de agua, pero si se afecta la prevencién pasiva y el
condicionamiento de miedo (Misserendino et al.,, 1990), sobre el CAS los
resultados de la lesién amigdalina son contradictorios; algunos estudios no han
encontrado alteraciones sobre la adquisicién de este paradigma (Bermiidez y
McGaugh, 1991), mientras que otros si encuentran alteraciones en la adquisici6n y
la consolidacién del CAS (Yamamoto et al., 1994 Gallo et al., 1992).

Se sabe que en estos condicionamientos existe un componente visceral y

" limbico importante. Dado que a la CI llegan aferentes lfmbicas (Yamamoto et al.,
1984, Bernard et al., 1993) y auténomas (Oppenheimer y Cechetto, 1990; Yasui
et al., 1991) es probable que en esta regién se integre la informacién aversiva y
mediante sus conexiones con otras estructuras como la amigdala y el hipacampo se
regulen aspectos motivacionales y cognitivos de la conducta (Franck et al., 1989;
Ledoux, 1992; Gallagher y Holland, 1992; Kesner, 1992; Davis et al., 1994).

Participacién colinérgica y glutamatérgica en las funciones de la
corteza insular

En otras estructuras corticales se ha mostrado que el sistema colinérgico
parece promover el aprendizaje modulando la exitabilidad cortical (Hasselmo y
Bower, 1993). En tanto que la actividad del sistema glutamatérgico puede
" cxplicar los cambios platicos que se producen como resnltado del aprendizaje.

Con nuestros experimentos encontramos que ambos sistemas participan en
las funciones mnémicas de la CI. El sisteina colinérgico de la base del cerebro
anterior parece modular la actividad de la neocorteza (Dunnet, 1991). Mientras
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que el sistema glutamatérgico parece ser el responsable de la activacién de
circuitos neuronales por periodos prolongados (Bliss y Collindrige, 1993). Se ha
sugerido que cl sistema colinérgico podrfa participar en Ia iniciacién de la PLP,
pues la estimulacién de sus receptores muscarfnicos facilita corrientes producidas
por el NMDA (Krnjevic’, 1993),

La acetilcolina presente en la CI proviene principalmente del NBM y las
fibras glutamatérgicas probablemente provengan de la amigdala (Davis et al.,
1994), de talamo (Behbehani et al., 1993) y de conexiones corticocorticales, por

- lo que mads estudios se deben llevar a cabo para saber si existe una interaccién
entre los efectos de estos sistemas de transmisioén en la la CI, si el sistema
colinérgico modula la actividad del sistera glutamatérgico, o si los efectos de
estos sistemas en la CI son independientes.

Mecanismos moleculares que subyacen al CAS y al LAM,

El aprendizaje y la memoria provocan cambios conductuales y una
reorganizacién a nivel celular y molecular (Kaczmarek, 1993a).

Se conocen pocos estudios en los que en un paradigma conductual se hayan
dilucidado los cambios que se producen a nivel molecular. En el CAS se sabe
que, después de su adquisicién, se hechan andar mecanismos de segundos
mensajeros (Yamamoto et al.,, 1992) que originan sintesis de proteinas.
Rosenblum y cols. (1993) han mostrado que la administracién de anisomicina, un
bloqueador de la sintesis de protefnas, antes de la adquisicién y después de la
adquisicién impide el establecimiento del CAS.

En el laberinto de agua se han descrito eventos moleculares semejantes a los
que subyacen a la PLP. Silva y cols. (1992 a y b), demostraron que ratones
carentes de la protefna calmodulina kinasa II (CaM-Kinasa II), no pueden
aprender a localizar la plataforma del laberinto de agua, y tampoco se puede
producir PLP en ellos. Se sabe que el glutamato puede activar a la PKC y a la
CaM-Kinasa II en procesos de plasticidad sindptica, y este puede ser uno de los
mecanismos que subyacen a la adquisicién de tareas como el LAM (Soderling,
1993).

El glutamato al unirse a los receptores AMPA activa una protefna G que a
su vez activa a la PLC la cual produce diacilglicerol IP3, El diacilglicerol activa a
la PKC, mientras el IP3_ libera calcio de pozas intracelulares (Pontzer et al.,
1990). La activacién de los receptores M| por la acetilcolina o por sus agonistas
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activan la PLC. De esta manera el sistema colinérgico podria converger junto con

el sistema glutamatérgico activando mensajeros intracelulares como la PLC, para
dar una respuesta celular global. )

[



Discusién y Conclusiones

CONCLUSIONES

En la serie de experimentos llevados a cabo en este proyecto de maestria se
. concluye:

1) Que el sistema colinérgico participa en la adquisicién del
condicionamiento aversivo a los sabores y del laberinto de agua de Morris, sin
afectar su consolidacién.

2) Los hallazgos obtenidos en la corteza insular intacta se hacen extensivos a
los resultados obtenidos del bloqueo colinérgico de transplantes de la corteza
insular.

3) El sistema glﬁtamatérgico también participa en la adquisicién del CAS y
del LAM, no afectando la consolidaci6n del LAM, pero si del CAS. |

Otro tipo de experimentos deberdn levarse a cabo para discernir cuales son

las caracteristicas comiines entre el CAS y el LAM.
Los resultados encontrados en esta serie de estudios demuestran que en la CI al
igual que en otras estructuras mnémicas la inervacién colinérgica al igual que la
glutamatérgica juegan un papel importante en los procesos de aprendizaje y
memoria. Sin embargo ain desconocemos si este papel es el primordial. La
acetilcolina puede participar como activador del sistema de memoria o bien como
un modulador inicial que activa a otros mecanismos moleculares. Por su parte, el
sistema glutamatérgico podria estar més involucrado en los cambios pldsticos que
resultan de la experiencia. )

Se desconoce si los estos eventos moleculares descritos en la activacién
colinérgica y glutamatérgica estdn presentes en la adquisicién, consolidacién y
evocacién de la informaci6n en general. Se deben realizar més experimentos para
dilucidar el papel de la corteza insular en las funciones mnémicas, el papel que
juegan el sistema colinérgico y glutamatérgico en dichas funciones, asi como
discernir qué eventos moleculares subyacen a estos paradigmas en la CL
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" TABLAS DE RESULTADOS

o ESTUDIO [
Participacién colinérgica en las funciones de la corteza insular

Experimento 1.1
Efectos de 1a escopolamina en la corteza insular sobre la adquisicién del
AS

“Apéndice

"GRUPOS | N ﬂ MEDIA H ERRO
ESTANDA

Escopolamina * 7 23 2
Salina 6 8 i
Contral 9 6 1
p=.0001
Datos crudos
Escopolamina * 7 T08.15 % 8.46
Salina 6 4522 % 4.45
Control 9 30.83 % 5.65
p=.0001
% de linca hase

* F <0.05



Apéndice

Efectos de 1a escopolamina en Ia corteza insular sobre la adquisicién del
: laberinto de agua

LAM u RU N RROR
ENSAYOS ESTANDAR

El Escopolamina 6 4] 3
p=.6111 Salina 5 39 6
Control 6 35 6

E2 Escopolamina ™ 6 45 0
p=.0161 Salina 5 45 Q
Control 6 29 6

E3 Escopolamina [ 39 [
p=.3512 Salina 5 38" 5
Control 6 28 6

E4 Escopolamina * 6 - 45 [1]
p=.0021 Salina 5 34 5
Control 6 17 6

ES Escopolamina 6 45 0
p=.00006 Salina 5 23 7
Control 6 13 5

E6 Escopolamina * 6 39 [
p=.1877 Salina 5 25 9
Control 6 19 8

E7 Escopol 6 36 6
p=.1877 Salina 5 22 9
Control 6 19 8

E8 Escopolamina * 6 45 [)
p=.0128 Salina 5 17 8
Control 6 .19 8

E9 Escopolamina * 6 0
p=.0001 Salina 5 3
Control 6 3
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E10 Escopolamina ™ 6 —45 00002
p=067 Salina 5 17 9
Control 6 . 13 7

Latencia ;
de Escopolamina * 6 87 19
flegada Salina 5 12 4
al Control 6 1
blanco
p=.001
Cruces sobre
el lugar Escopolamina * 6 1 1
det blanco Salina 5 5 2
p=.05 Control 6 6 1

* F<0.05

iii
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Experimento 1.2

Efectos de la escopolamina en la consolidacién del CAS

1A ROR
ESTANDA!

Escopolamina 8 8.1 9
Salina * 7 9.0 1.8
Control 8 54 9
p=.1071
Datos crudos
Escopolamina [ ~ 488 % 8.1
Salina * 7 612 % 1.7
Control 8 297% 3.6
p=.0442
% dc linea base

* F <0.05



Apéndice

Efectos de la escopolamina en la consolidacién del laberinto de agua de

Morris
I .
ENSAYOS ESTANDAR
Escopolamina ki A 7R X
p=. 7958 Salina 7 32.14 4.80
Control 7 35.03 6.29
EZ Escopolamina 7 3049 €17
p=.471 Salina 7 2328 5.96
Control 7 33.81 6.08
E3 Escopolamina 7 13.40 475
p=.2364 Salina 7 2607 - 6.38
Control 7 15.24 5.14
E4 Escopolamina 7 32.59 4381
p=.2241 Salina 7 25.50 7.51
Control 7 17.17 577
ES Escopolamina 7 1445 5.69
p=.6812 Salina 7 18.02 5.57
Control 7 10.94 5.69
E6 Escopolamina 7 19.15 694
p=.3093 Salina 7 15.95 6.21
Control 7 6.8 3.39
E7 Escopolamina 7 13117 . 596
p=.0867 Salina * 7 2395 7.62
Control 7 4.74 230
"E8 Escopolamina 7 21.06 7.66
p=.1457 Salina 7 24.75 8.25
Control 7 6.43 2.00
EG_ Escopolamina 7 16.54 313
p=.5095 Salina 7 14.36 6.62
Control 7 805 33
EID Escopolamina 7 17.11 ] 6.71
p=.3155 Salina 7 10.39 5.44
Control 7 5.82 1.97
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L Escopol 1 23.12 6.18
de Hegada Salina * 7 48.8f 1293
al lugar Conlrol 7 15.43 5.66
del blanco
p=.0404
~Cruces sobre Escopolamina 7 328 T
cl lugar del Salina 7 4.14 1.31
blanco Control 7 6 .17
p=.2307

* F <0.05
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Experimento 1.3

Efectos de la lesién de la ClI en la adquisicién del CAS

y
Efectos de la escopolamina en transplantes de Cl en la adquisicion del CAS

"GRUPO I N ! MEDIA l ERR
. ESTANDAR

Losionado * 2 13.072 I
Control 10 6.778 1605
p=0(¥7
Datos crudos

" Lestonado * 2 87.563% 5378
Control 10 37.519% 8.495
p=.0001 :
% de linea base
Resultados
Postransplante
Escopolantina * 12 12 . 1
Salina 12 . 7333 - 1.269
Control 10 50 15
p=-0002
Datos crudos
Postransplante . e e S
Escopolamina * . 12T 7465 % . ;7699
Salina 12 T 4905 % © 8451
Control 10 - - '2555% - : 4237 .
p=.0003 : .
% de linea basc :

* F<0.05
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LAM GRUPO
ENSAYOS l

El Escopolamina 11 6
p=.3026 Salina 6 24 ::
Control 8 41 2

E2 Escopolamina 11 37
p=.0788 Salina 6 33 ts')
Control 8 19 6
E3 Escopolamina 11 32 S
p=.1488 Salina 6 18 6
Control 8 20 5
Ed Escopolamina i1 27 6
p=.4658 Salina 6 18 8
Control 8 19 5
ES Escopolamina ¥ i1 27 5
p=.078 Salina 6 7 7
Control 8 10 5
E6 Escopolamina * 11 i [
p=.0376 Salina 6 10 4
Control 8 12 4
E7 Escopolamina * it 24 6
p=0461 Salina 6 19 4
Control 8 6 2
ER Escopolamina * H 24 6
p=0113 Salina 6 4 2
Control 8 7 2
E9 Escopolanting * 11 — 28 6
p=.004 Salina 6 5 1
Control 8 7 3
EI0 Escopolamina *... 11 21 [
p=0328  Salina g ; %

Control

viii



Apéndice

Latencia

de Escopolamina * 11 55 13
Hegada Salina 6 .29 10
al Control 8 9 4
blanco :

p=.0151

Cruces sobre

el lugar def Escopolamina * 11 2 1
blanco Salina 6 3 1
p=.0376 Control 8 4 0.00001
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e ESTUDIO I
Participacién glutamatérgica en las funciones de Ia corteza insular

Experimento 2.1 y 2.1.1.
Efectos del APS en la adquisicién del CAS

y
Evaluacién de la dependencia del estado farmacolGgico

GRUPOS N MEDIA ﬂ RROR
ESTANDA
APS5 (3ug) * 6 15 1.(
APS5 (6ug) * 12 12.286 1.809
PB 9 7.25 1.149
Control 7 6.778 2.019
p=.0033
Datos crudos 3
APS (3jg) * [ 40 % LN
APS5 (6ug) * 12 69.62 % 8.53
PB 9 44.36 % 6.93
Control 7 36.90 % . 1001
p=.0003
% dc linea hase.
Dependencia del del
cstado 16
farmacolGgico
Control 4. 3 5
APS (a-p) * 4 . 15 f
AP5 (p) 4 4
=009 . :
Datos crudos
Control
AP5 (a-p) * 4 N
AP5 (p)
p=.0106
% de linca base -

FF00S -
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Efectos del APS sobre la adquisici6n del laberinto de agua

TAM ! y GRUPﬁq e H 1
ENSAYOS ESTANDAR
El Control 15 37 4
p=.1679 PB 2 29 3
APS (3 g) 15 38 4
APS (6 ug) 6 40 5
E2 Control 15 17 3
p=0573 PB 22 25 4
APS (3 pp) * 15 33 4
AP5 (6 pg) 6 30 7
E3 Control 15 ) 3
p=.0016 PB 22 24 4
APS5 (3 ug) * 15 35 4
AP5 (6 ug) * 6 .32 7
Ed ~Control 15 [ k)
p=0007  PB 2 24 4
AP5 (3 ug) * 15 L 94 ¢
AP (6 115) i
E3 Control i 3
p=0002  FB 4
AP5(3pg)* ,
AP5 (6 ug) )
E6 Control o 3
p=0001  FB 3
APS (3 ug) * .
APS (6 2g) * 6
E7 Control 2
p=.0001 PB 1
AP5 (3 pg) *
APS (6 1g) 6
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ES Conirol 3 ] 3
p=.0027 PB Co22 23 3
APS 3ug)* ‘65 32 5
AP5 (6 pg) 19 8
SR ] Control 15 1 T
p=.0001 FB 2 9 4
AP5 (3 ug) * 165 35 4
APS (6 ig) * 30 6
EIQ Control 15 B 2
p=0015 PB 22 18 4
APS (3 * 15 31 5
B ug) 3 3 3
AP5 (6 ug)
Latencia de Control [+3 16 3
Hegada al PB-PB 3 42 23
lugar del PB-APS * 4 58. 18
blanco AP5-PB * 4 92 28
p=0001 APS-APS * 3 117 3
FB 185 2(6) 6
p) * 8 13
APS (3 g) 6 60 14
AP5 (6 ug) *
Cruces sobic Control 15 [ 1
el lugar del PB-AP5 4 6 3
blanco APS-PB * 4 1 1
p=0013 APS-APS * 3 1 1
i PB 15 4 0001
APS (B ug)* 8 : i
AP5 (6 148) *

* F<0.05
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Experimento 2.2

Efectos de la administraci6n de APS en la CLen la consolidacién del CAS
GRUPOS | 1

l EDIA R
ESTANDAR
Control 13 5 1
PB 6 7 1
AP5(30) * 8 10 1
AP5 (1200 * 7 15 2
Datos crudos
Control 13 3487% 392
FB 6 482 % 6.68
AP5 (307 * 8 66.94 % 7.04
APS (1200 * 7 100.00 % 11.74
p=.0001
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Efectos del APS en la consolidacién del laberinto de agua de Morris
LAM PQS N ry
ENSAYOS ESTANDAR
El Control 13 36.04 4.01
p=.3244 PB 8 2997 8.67
AP5 12 4146 2.98
B3 Conirol 3 3033 353
p=.9684 PB 8 2795 786
APS 12 27.92 5.26
E3 Control 13 18.08 395
p=.0478 PB 8 18.05 8.64
AP5 * 12 36,63 466
.E4 Control 13 . 333
p=.0362 PB 8 20.66 8.14
AP5 * 12 3393 4.59
E5 Control 13 T1.50 360
p=0702 PB 8 9,01 1.83
. APS * 12 24.16 5.97
E6 Control 13 15.31 4.07
p=3257 PB 8 573 2.9
APS5 12 18.93 7.10
E7 Control 13 592 324
p=.2225 PB 8 6.94 290
APS 12 18.08 5.61
ES Conirol 73 U312 343
p=3277 PB 8 6.723 249
AP5 12 16.067 524
E9 Control 3 TO.088 352
p=4643 PB 8 8.097 5.39
APS 12 4,352 1.73
EI0 Control 13 4602 336
p=.7461 PB 3 9.762 3.76
APS 12 13.313 406
Latencia de Control 13 21 8
llegada al lugar PB-3(' 4 52 29
del blanco PB-120¢ 4 9 4
p=.3687 APS5-30" 6 34 16
APS-120¢ 6 21 6
' Cruces sobre el Control 13 9 1
lugar del PB-3(' 4 5 2
blanco PB-120’ 4 10 3
p=.2461 AP5-30 6 8 3,
AP5-12() 6 5 2
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