TESIS EN OPCION AL TiTuLO DE DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS

MECANISMOS DE CONSOLIDACION MOTIVACIONAL DE LA
PLASTICIDAD SINAPTICA DURADERA. EFECTOS DEL
ENVEJECIMIENTO CEREBRAL

Autor: Lic. William AiImaguer Melian

Tutor: Drc. Jorge A. Bergado Rosado

Centro Internacional de Restauracion Neuroldgica (CIREN)
La Habana, marzo de 2004



Pero Pasteur, encorvado sobre |os atomos, ha vivido penetrado de asombro de las maravillas dela obra
viva; y ha sacado del examen del cerebro el respeto del Dios quelo crea; y no la negacion del que
concentra en aquel monton de masa blanda todos | os efluvios del universo, todos lostonos de laluz, todo
el olegje de las fuerzas eternas, y todos | os presentimientos, suaves como luz de luna, que calmany
fortalecen al magno ser humano (...) El comercio de lo pequefio ho hace méas que exaltar lafeenlo
grande. Airay rebela el alma, que se aparta delo ruin, piafa como caballo arabey va a su centro.

José Marti
(Deunacartaal editor de La Opinion Nacional publicada el 6 de Mayo de 1882: O.C TXV P 273)



indice

INDICE

ABREVIATURAS
SINTESIS

INTRODUCCION
REVISION BIBLIOGRAFICA
MATERIALES Y METODOS
RESULTADOS

DISCUSION
CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES
BIBLIOGRAFIA
AUTOBIBLIOGRAFIA

AGRADECIMIENTOS

24

44

69

91

92

93

109

112



Abreviaturas

ABREVIATURAS

AMPA acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol epropi6nico

AMPc monofosfato de adenosinaciclico

ANOVA Andlisisde varianza

BLA Amigdala basolateral

CAL,2,3,4 Cuernode Amon del hipocampo, regionesl, 2, 3y 4

CENPALAB Centro Nacional paralaProduccion de Animales de Laboratorio

CREB CAMP response element binding protein

GABA Acido g-aminobutirico

E-LTP LTP temprana (< 4 h)

EAFR Estimulo eléctrico de altafrecuencia de repeticiéon (3 trenes de 15 pulsos a 200 Hz)
L-LTP LTPtardia(> 4 h)

LTD Depresion sindptica duradera

LTP Potenciacién sindptica duradera

NMDA N-metil-D-aspartato

P Amplitud de la espiga poblacional (potencial de accién compuesto)

PKA Proteina cinasa activadapor el AMP

PKC Proteina cinasa activada por dialcil gicerol

% PSA Porcentage de cambio respecto a los valores basales obtenidos antes del EAFR
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SINTESIS

La eficacia de la transmision sinaptica puede modificarse en dependencia de la actividad y de la
historia reciente de la sinapsis. Se ha propuesto que cambios de esta naturaleza estan en la
base de los procesos de aprendizaje y la memoria. La forma mas conocida de plasticidad
sinptica es la potenciacion sinaptica duradera o LTP (del Inglés Long-Term Potentiation) y
consiste en un incremento sostenido en la eficacia sinaptica después de aplicar estimulos
eléctricos de alta frecuencia de repeticion (EAFR) a una via aferente. La LTP tiene una fase
inicial, independiente de la sintesis de proteinas (E-LTP < 4 h) y una tardia que requiere de la
sintesis de nuevas proteinas (L-LTP > 4 h). Recientemente se ha demostrado que una E-LTP
puede convertirse en una L-LTP por efecto de influencias con significado
emocional/motivacional, o por estimulacién de estructuras relacionadas como la amigdala
basolateral o el area septal. Todas estas formas de consolidaciéon de la E-LTP son mediadas
por receptores beta-adrenérgicos. Sin embargo, quedan muchas incégnitas sobre estos
procesos de reforzamiento. El objetivo de este trabajo fue conocer posibles mecanismos y
estructuras implicadas en el reforzamiento motivacional de la LTP, asi como conocer el efecto
del envejecimiento sobre el reforzamiento por estimulacién eléctrica de la amigdala y el
producido por un estimulo emocional/motivacional.

Nuestros resultados han mostrado que la amigdala esta implicada en el reforzamiento
motivacional de la LTP y que este proceso depende de la sintesis de nuevas proteinas. Por otra
parte, la norepinefrina administrada en dosis bajas fue suficiente para provocar la consolidacion
de una E-LTP en una L-LTP, en tanto la oxotremorina, un agonista colinérgico, no tuvo igual
efecto. Los estudios por microdialisis cerebral mostraron que la estimulacién de la amigdala
aumento la liberacion de acetilcolina en el giro dentado y redujo la de norepinefrina y
serotonina. Sin embargo, el reforzamiento motivacional sélo redujo el glutamato y la glicina. Por
ultimo, hemos mostrado que el envejecimiento deteriora la potencialidad de consolidacion de la
E-LTP, tanto por estimulacion de la amigdala basolateral, como por el estimulo
emocional/motivacional. Ademas, los niveles basales de algunos neurotransmisores estan
reducidos en los animales envejecidos y ni la de estimulacién de la amigdala ni el reforzamiento
motivacional modificaron la liberacién de ninguno de ellos, como ocurri6 en los animales
jovenes.

Nuestros hallazgos constituyen una contribucién importante a la comprensién de los complejos
mecanismos implicados en la interaccidn entre procesos afectivos y de plasticidad sinaptica, y

su deterioro con el envejecimiento.
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INTRODUCCION

Aprender y recordar son tal vez unas de las capacidades mas subyugantes e inquietantes de
los animales. El hombre siempre ha sentido un gran interés por conocer qué parte de nosotros y
por qué medios se logra el milagro del aprendizaje y la memoria. A lo largo de la historia se han
dado explicaciones especulativas que van desde aquellas que las atribuyen a un alma o espiritu
inmortal e inmaterial y por tanto inescrutable, hasta las que consideran que tales fendmenos
tienen lugar en el Sistema Nervioso, especialmente en el cerebro, lo cual hace posible que sean
estudiados.

El aprendizaje y la memoria permiten a los animales interactuar con mas éxito con su entorno
variable, inestable y no pocas veces, adverso. Preservar el medio interno es una funcion de
todo el organismo, en especial del Sistema Nervioso y del Sistema Endocrino. Dentro del
Sistema Nervioso se destaca, en relacion con estas funciones, el Sistema Limbico o Cerebro
Emocional (Ilversen et al., 2000). Esta importante area del cerebro no sélo participa en el control
de la homeostasis, sino que nos dice qué parte de nuestra experiencia resulta placentera y cudl
angustiante o dolorosa. De modo que puede acercarnos a lo agradable y alejarnos de lo que no
lo es. Mas importante aln, el Sistema Limbico desencadena una serie de eventos que pueden
dejar huellas, consolidar memoria acerca de los hechos y circunstancias evaluadas por él, que
son potencialmente importantes en el futuro (Rolls, 2000;lversen et al., 2000;Kupfermann et al.,
2000).

El Sistema Nervioso tiene la capacidad de modificarse como consecuencia de su propia
actividad. A estd caracteristica se le conoce como neuroplasticidad (Kolb, 1999;Bergado
Rosado and Almaguer Melian, 2000). En condiciones fisioldgicas, el incremento de la actividad
nerviosa esta determinado por el procesamiento de la informacion a partir de los cambios
energéticos que se producen tanto en el medio interno como en el medio externo. Asi pues, es
presumible que tal incremento de la actividad de los circuitos activados produzca cambios en
ellos de diferente naturaleza que pueden tener una duracién variable. De modo que, la
plasticidad le permite al Sistema Nervioso almacenar informacion acerca de experiencias y
eventos pasados.

Cajal dio la primera pista objetiva de donde podian tener lugar los cambios subyacentes en la
memoria y el aprendizaje, y con ello mostré un lugar donde buscar. Cajal demostré que el
Sistema Nervioso estaba compuesto de unidades discretas, las neuronas, interconectadas entre
si por medio de estructuras especializadas denominadas sinapsis (unién en griego,
denominaciéon dada por Sherrington mas tarde); y supuso que en esas uniones podian ocurrir
cambios como consecuencia de la actividad de dichas neuronas y que tales cambios estaban
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en la base de la memoria (Cajal, 1894). Mas tarde Hebb, siguiendo la idea de Cajal, hipotetiz6
que la activacién simultanea de la célula pre y post-sinptica puede inducir cambios funcionales
y morfoldgicos que modifiquen el modo en que se transmiten las sefiales de una célula nerviosa
a otra (Hebb, 1949).

En los afios setenta se encuentran las primeras evidencias experimentales que confirman la
prediccion de Cajal. Es decir, que la actividad de las sinapsis puede modificar la eficacia con
que se transmite la informacién de una neurona a otra. Este fendmeno se conoce como
potenciacion sinaptica duradera (LTP, del inglés Long-Term Potentiation), y consiste en un
cambio de conectividad sostenido, después de estimular una via aferente con pulsos de
corriente de alta frecuencia de repeticién (EAFR) (Lomo, 1971b;Bliss and Lomo, 1973) (Bliss
and Gardner-Medwin, 1973;L6pez Planes et al., 1999). La LTP ha sido propuesta como un
modelo celular de aprendizaje y memoria (Bliss and Collingridge, 1993).

La LTP tiene al menos dos fases. La fase inicial o temprana tiene una duracién de unas 4 horas
y es independiente de la sintesis de nuevas proteinas (early-LTP, E-LTP). A este estadio le
sigue una fase tardia que depende de la sintesis de nuevas proteinas (late-LTP, L-LTP) (Krug et
al., 1984;Frey et al., 1988;Matthies et al., 1989;Frey et al., 1991a).

Recientemente, se ha demostrado que una LTP débil y de corta duracién puede ser reforzada si
poco antes o después de inducido el cambio plastico se les permite beber a animales privados
de agua durante 24 horas. De modo que la LTP puede ser modulada, como la memoria, por
factores emocionales-motivacionales. A este fendmeno se le conoce como reforzamiento
motivacional (Seidenbecher et al., 1995). El reforzamiento motivacional es mediado por
receptores noradrenérgicos (Seidenbecher et al., 1995).

En la Ultima década se ha podido establecer que la LTP puede ser modulada por la
estimulacion de otras estructuras, como la amigdala basolateral. Se sabe que la estimulacion de
alta frecuencia repetitiva de la amigdala puede incrementar la magnitud inicial de la LTP
(Ikegaya et al., 1994;lkegaya et al., 1995a;lkegaya et al., 1995d;lkegaya et al., 1996b;lkegaya et
al., 1997b). La amigdala es una estructura limbica relacionada con los procesos de memoria
emocional (LeDoux, 1993;LeDoux, 1994;Rogan et al., 1997), y actla reforzando contenidos de
memoria en otras zonas del cerebro (Roozendaal and McGaugh, 1997;McGaughy et al.,
1996;Roo0zendaal et al., 1998;Ferry et al., 1999a;Roozendaal et al., 1999a;McGaugh,
2000;Roesler et al., 2002;McGaugh et al., 2002).

También se ha podido demostrar que la LTP en el giro dentado puede ser prolongada si se
estimula la amigala basolateral (BLA) en un periodo de 30 minutos antes, hasta 30 minutos

después de inducir la LTP. Este reforzamiento de la LTP estd mediado por la norepinefrinay la
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acetilcolina, las cuales parecen inducir la sintesis de nuevas proteinas, que pudieran
incorporarse a las sinapsis y de ese modo prolongar el cambio de conectividad apreciado (Frey
et al., 2001). Esto sugiere que la amigdala pudiera ser una estructura implicada en los procesos
de reforzamiento motivacional de la LTP, pero no existen evidencias que lo prueben.

Estudios farmacolégicos, empleando antagonistas noradrenérgicos y colinérgicos han sugerido
la participacion de estos sistemas en los procesos de reforzamiento (Seidenbecher et al.,
1995;Frey et al., 2001). La induccidn de la sintesis de nuevas proteinas es un proceso que
parece mediado por receptores metabotropicos como los activados por las catecolaminas y la
acetilcolina, esta Ultima sobre los receptores muscarinicos; pero no se ha probado que el
reforzamiento motivacional dependa de la sintesis de proteinas, ni el efecto que pudieran tener
sobre estos procesos agonistas directos de ambos sistemas.

La lesidn de la fimbria-fornix bloquea el efecto reforzador de la estimulacion de la amigdala (Jas
et al., 2000) y la estimulacién del septum prolonga la LTP mas alla de las 4 horas (Frey et al.,
2003). Por otra parte, es conocido que durante el envejecimiento se produce un deterioro de las
habilidades cognitivas (Barnes, 1979;Barnes and McNaughton, 1985;Barnes et al., 1997), y que
en las ratas viejas se deteriora la plasticidad sinaptica (Barnes, 1993;Barnes et al.,
1996;Bergado et al., 1997a;Barnes et al., 2000). Este deterioro ha sido asociado con la pérdida
de neuronas colinérgicas en el septum (Shen and Barnes, 1996;Bartus et al., 1982;Cassel et al.,
1997). El tratamiento con factor de crecimiento nervioso (NGF), que restaura la actividad
colinérgica (Bergado et al., 1997a), asi como el transplante de células fetales en el septum
(Bergado et al., 1997b;Bergado et al., 1996) mejoran la LTP en ratas viejas con déficit cognitivo.
También con los afios se reduce la potencialidad de las respuestas emocionales o reactividad
emocional (Aggleton, 1993), lo cual puede contribuir al deterioro cognitivo al no poder
consolidarse muchos engramas de memoria por un reforzamiento motivacional deficiente.

Por lo antes enunciado resulta de interés e importancia conocer la posible vinculacion funcional
de la amigdala con los mecanismos de reforzamiento motivacional. Asimismo, estudiar la
dependencia de estos procesos del metabolismo celular es un aporte importante a la
comprensién de sus mecanismos moleculares. Un aspecto esencial es también la confirmacién
del papel de los sistemas de neurotransmisores, particularmente el noradrenérgico y colinérgico
en la mediacibn de estos efectos. Finalmente, fue de nuestro interés comprobar si el
envejecimiento afecta los efectos reforzadores de la estimulacion de la amigdala basolateral y
del reforzamiento motivacional sobre la LTP en el giro dentado.
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HIPOTESIS

La amigdala basolateral participa en el reforzamiento motivacional de procesos de plasticidad
sindptica por mecanismos que involucran sistemas neurotransmisores de tipo metabotrdpico que
estimulan lasintesis de proteinas, |os cual es se deterioran como consecuencia del envejecimiento
cerebral.

OBJETIVOS

General

Estudiar los mecanismos implicados en el reforzamiento motivacional de procesos de
plasticidad sinaptica duradera en el giro dentado y la influencia del proceso de envejecimiento

sobre estos.

Especificos
I. Determinar s la amigdala basolateral forma parte de los circuitos involucrados en e reforzamiento

motivacional.
Il. Determinar s €l reforzamiento motivaciona depende de la sintesis de nuevas proteinas.

I1l. Determinar el efecto de agonistas de sistemas neurotransmisores metabotropicos sobre la

potenciacion sinaptica duradera.

IV. Determinar los efectos del envejecimiento sobre el reforzamiento por la estimulacién eléctrica de la
amigdala y el reforzamiento motivacional, en los procesos de plasticidad sindptica duradera en €l

giro dentado delarataviga

V. Determinar los efectos del reforzamiento por estimulacién eléctrica de la amigdaa y de
reforzamiento motivacional sobre la liberacion de neurotransmisores en € giro dentado del

hipocampo en ratas jovenesy en ratas vigjas.

IMPORTANCIA TEORICA

Se ha postulado que la amigdala participa en los procesos de aprendizaje y memoria, reforzando, en otras
zonas del cerebro, aquellos trazos de memoria asociados a experiencias emocionales. Se desconoce, sin
embargo, cuales son los mecanismos celulares y moleculares de esta interaccion, y de qué modo la
actividad de la amigdala puede influir sobre los procesos neuroplasticos que tienen lugar durante el
aprendizaje. Lainformacién obtenida a partir de este estudio aportara conoci mientos sobre este importante

aspecto.
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IMPORTANCIA PRACTICA
Durante mucho tiempo se ha pensado que durante los procesos de aprendizaje y memoria
tienen lugar cambios plésticos en las conexiones entre las neuronas implicadas. Por otra parte,
se conoce que tanto, en el envejecimiento normal como en el patolégico se producen deterioros
sustanciales en las capacidades cognitivas. ElI conocimiento de los procesos fisiol6gicos
afectados por el envejecimiento y las enfermedades neurodegenerativas, contribuira a elaborar
nuevas estrategias mas eficaces en el tratamiento de enfermedades como la demencia de
Alzheimer, lo cual implicard un potencial incremento en la calidad de vida tanto de personas

enfermas como de las que envejecen de la manera que suele considerarse como normal.

NOVEDAD CIENTIFICA

En este trabajo se muestra por primera vez que la amigdala esta implicada en el reforzamiento
motivacional de procesos de plasticidad sinaptica; que el reforzamiento motivacional depende
de la sintesis de nuevas proteinas; que el reforzamiento por estimulacion de la amigdala y el
reforzamiento motivacional se afectan con el envejecimiento. Ademas se aportan evidencias
sobre la posible participaciéon de sistemas de neurotransmisores en estos procesos. Por otra
parte, se confirma el importante hallazgo —por primera vez fuera del laboratorio donde fue
descrito— de que la LTP puede ser consolidada por factores emocionales.

El documento esta formado por 7 capitulos (Introduccién, Antecedentes, Materiales y Métodos,
Resultados, Discusién, Conclusiones y Recomendaciones, y Bibliografia) con 39 figuras, 9
tablas y 350 referencias bibliogréaficas.

Los resultados de este trabajo han sido publicados en 4 articulos aparecidos en revistas
indexadas de alto impacto; se han presentado en mas de 10 eventos internacionales y, uno de
ellos ha sido premiado en el concurso Premio Anual de la Salud del Ministerio de Salud Publica.

Esta tesis fue expuesta en acto de predefensa el 20 de enero de 2004 ante el Consejo
Cientifico de la Facultad de Biologia de la Universidad de la Habana.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Plasticidad, una propiedad del Sistema Nervioso

El Sistema Nervioso tiene la capacidad de modificarse a si mismo como consecuencia de su
propia actividad. Continuamente estd analizando y elaborando respuestas a la informacion
cambiante que le llega desde la periferia. A esta maravillosa potencialidad del Sistema Nervioso
se le conoce como neuroplasticidad (Kolb, 1999;Bergado Rosado and Almaguer Melian, 2000).
Una de las manifestaciones mas llamativas y cautivadoras de la neuroplasticidad es la memoria
y el aprendizaje. A lo largo de nuestras vidas incorporamos una gran cantidad de informacion
acerca del mundo que nos rodea y ademas se mantiene una continuidad de nuestra
personalidad. Responder a la pregunta de qué es lo que se modifica en el Sistema Nervioso
cuando se aprende y cudles son las bases celulares y moleculares de la memoria es un antiguo
anhelo de la humanidad.

Hoy, con el incremento en las expectativas de vida, tales interrogantes abandonan un tanto el
plano filoséfico y gnoseoldgico para convertirse en un imperativo de calidad de vida, de salud.
Al prolongarse mas el tiempo de vida, se incrementa la incidencia de enfermedades, en las
cuales se produce una pérdida progresiva e irreversible de la memoria y otras capacidades.
Una de las dificultades que nos ha imposibilitado adentrarnos en el conocimiento de la memoria
es que no sabemos cémo, qué y donde buscar. Sélo en la segunda mitad del siglo pasado
aparecieron técnicas y procedimientos que permiten estudiar y comenzar a dilucidar estas

interrogantes.

Sinapsis, posible locus de la memoria

La neuroplasticidad tiene lugar en diferentes niveles de organizacion de la materia y los
acercamientos experimentales a ella van desde estudios conductuales hasta los analisis de
actividad y expresion de proteinas. Probablemente, en muchas de las formas de plasticidad, si
no en todas, subyacen modificaciones en las conexiones de los circuitos neurales implicados
(Bergado Rosado and Almaguer Melian, 2000).

La sinapsis es un tipo de unién celular sumamente especializada y constituye el sitio fisico que
sirve de puente para el paso de informacion de una neurona a otra (Sherrington, 1947;Kandel
and Siegelbaum, 2000b). Las neuronas no sirven al Sistema Nervioso, si no estan
adecuadamente conectadas entre si. Las sinapsis posibilitan que las diferentes partes
interactten funcionalmente, y de esa interaccion surge el Sistema Nervioso. En esta importante
estructura se determina cual informacién y en qué magnitud pasa a la proxima poblacién neural
(Kandel and Siegelbaum, 2000a).
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Las propiedades de cualquier sistema dependen del nimero y propiedades de sus elementos,
asi como del nimero y propiedades de sus relaciones mutuas o conexiones. Un cambio en la
relacién estimulo-respuesta (input-output) o en la conducta del sistema necesita de cambios en
la estructura, pero un cambio en la estructura del sistema no implica necesariamente un cambio
en su conducta. En el Sistema Nervioso podemos considerar a las neuronas como los
principales elementos del sistema, las sinapsis representan la principal relacion o conexion.
Asumiendo que el nimero de neuronas no cambia durante los procesos de aprendizaje y
memoria, podemos considerar que las alteraciones en la conducta observadas después del
aprendizaje son debidas a cambios en las propiedades y nimero de las sinapsis. No se
producen grandes modificaciones en el nUmero de neuronas a lo largo de la vida que puedan
explicar los grandes volimenes de informacion que son almacenados en forma de memoria
(Matthies, 1989b). Asi es que las sinapsis son un buen candidato de sustratos que sustenten la
memoria.
Cajal fue el primero en sugerir que en las terminales nerviosas, descubiertas por él, podian
tener lugar cambios de conectividad como consecuencia de la actividad de las neuronas y que
cambios de esa naturaleza estaban en la base de la memoria (Cajal, 1894). Esta idea fue
formalizada mas tarde por Hebb, quien predijo que ‘cuando el axén de una célula A esta
suficientemente cerca para excitar a la célula B, repetida o consistentemente, algunos procesos
de crecimiento o cambios metabdlicos pueden ocurrir en una o ambas células, de tal modo que
la eficacia de estas sinapsis aumenta’ (Hebb, 1949). En los afios setenta Matthies propuso un
sugerente modelo celular para explicar como podia ocurrir el proceso de consolidacién de la
memoria (Fig. 1). Para Matthies el estimulo condicionado produce cambios transitorios en las
sinapsis activadas, aunque estas resultan demasiado débiles como para provocar una
respuesta. Si dentro de un periodo, se produce una activacién de sinapsis fuertes sobre las
mismas neuronas, capaz de producir una respuesta (estimulo incondicionado), entonces se
producird simultaneamente la activacién de la sintesis de nuevas proteinas, las cuales pueden
llegar hasta las sinapsis débiles antes activadas e incorporarse a ellas y modificar su eficacia.
La repeticion de este apareamiento temporal entre estimulo condicionado y estimulo
incondicionado conduce al desarrollo de un reflejo condicionado (Matthies, 1989b).
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Fig. 1 Sefides intracelulares que pueden conducir a la consolidacion de la memoria seglin Matthies. La
activacion transitoria de una sinapsis (Estimulo Condicionado) puede consolidarse si en un periodo dado se
produce la activacion de una singpsis fuerte (Estimulo Incondicionado). La activacion de esta segunda
sinagpsis puede inducir la sintesis de nuevas proteinas, las cuales se incorporan a la sinagpsis débil y de este
modo persiste el cambio de conectividad. E C, estimulo condicionado; E |, estimulo incondicionado; PKC,
proteinacinasa C (Matthies, 1989b).

Los primeros estudios clinicos sobre los procesos de memoria sugirieron que estos pasaban por
dos fases fundamentales. Un estado inicial fragil y poco estable en el tiempo que eventualmente
se consolidaba y se hacia mas duradero y estable en el tiempo (Muller and Pilzecker, 1900). La
hipétesis de la consolidacion, como se le nombré, fue la base para los estudios posteriores que
estuvieron encaminados a establecer los mecanismos y procesos que se relacionan con el
fendmeno de la memoria y su consolidacion

Hoy se considera que la memoria tiene dos grandes fases temporales. Una memoria a corto
plazo que puede convertirse en una memoria de larga duracion en determinadas circunstancias
(Matthies, 1974;Matthies, 1976;Matthies, 1988;Matthies, 1989a;Matthies, 1989b). Es decir, la
informacion almacenada inicialmente de forma labil y transitoria (short-term memory <4h) se
convierte en memoria a largo plazo (long-term memory >4h) mediante un proceso de

consolidacion de ese trazo de memoria. Si no tiene lugar la consolidacion; se pierde la
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informacion. El proceso de consolidacién es dependiente del tiempo (McGaugh, 1966). Deben
ocurrir una serie de eventos en una secuencia precisa, entre los cuales esta la sintesis de
nuevas proteinas (Flexner et al., 1963;0tt and Matthies, 1973;Grecksch et al., 1980;Grecksch
and Matthies, 1980;0tt and Matthies, 1985); (Castellucci et al., 1989).

El aprendizaje es la adquisicion de informacién acerca de un evento ocurrido y la memoria es la
tenencia ya en el Sistema Nervioso de datos sobre determinados estimulos, que permiten
interactuar con el medio de un modo mas eficaz (Kandel et al., 2000).

El Hipocampo

El hipocampo es una estructura limbica cortical, que desde los afios cincuenta se sabe que esté
implicado en algunas formas de memoria (Penfield and Milner, 1958). Si bien el hipocampo no
parece ser el almacén definitivo de contenidos de memoria bien establecidos, las evidencias
clinicas y experimentales indican que el hipocampo cumple funciones importantes en la
consolidacion de la memoria (Milner et al., 1998). Aunque no se excluye su participacion en
otras formas de memoria, se conoce que esta involucrado tanto en la memoria espacial en
roedores como en la memoria explicita en humanos (Eichenbaum et al., 1996;Eichenbaum,
1997;Eichenbaum, 1999;Shapiro and Eichenbaum, 1999). El hipocampo recibe de la corteza
grandes volumen de informacién multimodal, la asocia, la retiene durante el procesamiento, la
amplifica, probablemente la compara con la ya existente y contribuye a su consolidacion en la
corteza cerebral (Holscher, 2003).

Esta estructura cerebral recibe informacion procedente de todas las areas asociativas corticales
a través de su principal puerta de entrada, la llamada via perforante originada en la corteza
entorrinal. Esta proyeccién es fundamentalmente glutamatérgica y excitadora. También recibe
aferencias subcorticales por medio del sistema de la fimbria-fornix. A través de este sistema
ingresan al hipocampo fibras colinérgicas varicosas (con sinapsis al paso) que se originan en el
septum medial y estdn presentes en todas las capas del hipocampo, aunque con una
frecuencia de uniones sinapticas de sélo un 7%. Ingresan ademas aferencias GABAérgicas
procedentes de la regién septal que contactan sindpticamente con las células hipocampales.
También conforman este sistema, pero en menor grado, aferentes dopaminérgicas, que arriban
del area tegmental del tronco encefalico; noradrenérgicas provenientes del locus coeruleus (15
% de contactos sinapticos) y serotoninérgicas que llegan del rafe medial (21 % de contactos
singpticos). La mayoria de las varicosidades (80-90%) presentes en estas aferencias
subcorticales no hacen contactos sinapticos, si no que liberan el transmisor al intersticio (Vizi
and Kiss, 1998). De este modo se puede mantener un control ténico en todas las células del
hipocampo.
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La fimbria-fornix es ademas una importante via eferente, cuyos gruesos axones mielinizados,
los cuales se originan en las grandes células piramidales del cuerno de Ammaon y el subiculo,
constituyen primero el alveus de la formacién del hipocampo, para irse reuniendo mesialmente
en la fimbria o pilares posteriores del férnix (Estrada and Pérez, 1986).

Las tres areas mas conocidas del hipocampo estan interconectadas entre si formando un
circuito trisindptico. Estas conexiones permiten el flujo de informacion a través de las células
granulares del giro dentado y las piramidales del Cuerno de Amén (Brown TH, Zador AM, 1990).
Este circuito se caracteriza por una organizacién particular de fibras glutamatérgicas
excitadoras que presentan la siguiente secuencia sinaptica: las sinapsis de las fibras de la via
perforante descargan sobre las células granulares del giro dentado, estas a su vez envian sus
axones a la region CA3 donde hacen sinapsis con las neuronas piramidales, las cuales envian
colaterales axonicas (colaterales de Schaeffer) hacia la region CA1 para hacer sinapsis alli con
las células piramidales de donde se originan las principales proyecciones extrinsecas del
hipocampo hacia el subiculum y la corteza entorrinal cerrando el lazo cértico-hipocampal (Taylor
and Brown, 1999) (ver Fig. 2). En el hipocampo el 90 % de las neuronas son glutamatérgicas y
el otro 10 % GABAérgicas (Freund and Buzséaki, 1996).

Estudios previos, tanto de nuestro grupo (Almaguer Melian et al., 1999) como de otros
(Hannesson and Skelton, 1998) muestran que la lesion por transeccion de la fimbria-fornix, que
es la principal aferencia colinérgica al hipocampo (Brown and Zador, 1990), afecta el
aprendizaje espacial. También, la lesiébn extensa del propio hipocampo dafia el aprendizaje
espacial en roedores (Aggleton et al.,, 1992) (Bannerman et al., 1999). Incluso la isquemia
prolongada, dafia los capilares del hipocampo y produce la pérdida de neuronas en esta
estructura y reducen la memoria espacial (De et al., 1999). La administracién de escopolamina,
un antagonista colinérgico de los receptores muscarinicos, induce una pérdida en la memoria

espacial en un protocolo de entrenamiento de exploracién de objeto (Buhot and Said, 1995).
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corteza entorrinal

CA3

subiculum

GIRO DENTADO .
via

FIMBRIA/FORNIX perforante

Fig. 2. Esquema de corte transversal de la formacién hipocampal. Modificado de Cajal. Los
nameros romanos sefialan los tres relevos mas importantes entre las neuronas principales de
la formacion del hipocampo (circuito trisinaptico) (Brown TH, Zador AM (1990)
Hippocampus. In: The synaptic organization of the brain. Shepherd D, ed, pp 346-388. New
York: Oxford University Press).

Receptores de membrana que median la transmisidn sinaptica en el hipocampo

El glutamato es el neurotransmisor excitatorio por excelencia en el Sistema Nervioso Central, y
esti presente en todos los relevos de la via trisinaptica del hipocampo. En las terminales
postsinapticas hay dos tipos de receptores al glutamato. Los receptores del tipo N-metil-D-
aspartato (NMDA) que median corrientes de calcio y los no NMDA. Existen dos grandes tipos
de receptores no NMDA: metabotrépicos e ionotrépicos. Entre estos Ultimos se encuentran los
del tipo &cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) vy kainato. Los
AMPA/kainato una vez activados, modifican la permeabilidad de la membrana postsinaptica al
ion sodio y son los responsables de la transmision sinptica rapida (Dingledine and McBain,
1999). La corriente de calcio a través de los canales de NMDA se activa lentamente y tiene un
largo curso temporal. En cambio las corrientes mediadas por los receptores/canales AMPA se
activan y decaen rapidamente (Ozawa et al., 1991).

Los receptores metabotrépicos al glutamato son de tres tipos, I, Il, lll. Los de clase |, activan a
una proteina G que a su vez fosforila a la fosfolipasa C. Esta enzima escinde fosfolipidos de

11
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membrana y produce diacilglicerol (DAG) e inositol-trifosfato (IP3). El DAG puede activar a la
proteina cinasa C (PKC) en una reaccidn que es catalizada por el calcio. Por su parte, el IP; se
une a receptores propios de los almacenes intracelulares de calcio, lo cual produce la liberacion
de este i6n hacia el citoplasma celular y con ello el incremento en la concentracion celular de
calcio (Dingledine and McBain, 1999).

Los receptores al glutamato de las clases Il y Il activan una proteina G que inhibe a la adenilato
ciclasa, lo que a su vez reduce los niveles de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) y de la
proteina cinasa A activa (PKA) (Dingledine and McBain, 1999).

Por otra parte, el principal neurotransmisor inhibitorio presente en el hipocampo es el GABA
(Mody et al., 1995). En las terminales postsinapticas existen dos subtipos de receptores a este
neurotransmisor. Los GABAA que median corrientes de cloruro, lo cual puede ocasionar una
hiperpolarizacibn de la membrana postsinatica y los GABAs que estan asociados
indirectamente a los canales de potasio y disminuyen las concentraciones intracelulares de
AMPc (Olsen and Delorey, 2003).

En cuanto a los neurotransmisores neuromoduladores, la acetilcolina liberada por las
terminaciones colinérgicas que llegan al hipocampo desde el septum, es uno de los mas
importantes y estd ampliamente distribuida en toda la estructura. Su accion esta mediada por
receptores muscarinicos (lga et al., 1996) y nicotinicos (Sargent, 1993) . Los receptores
muscarinicos se dividen a su vez en 5 subtipos. Los M2 y los M4 producen la inhibicion de la
adenilato ciclasa asi como la actividad de canales de potasio y los M1,3 y 5 producen la
activacion de la fosfolipasa C y aumentan la concentracion del calcio intracelular (Taylor and
Brown, 1999). Los receptores nicotinicos pueden estar distribuidos en las terminales pre y
postsinaptica y en cualquier otra parte del axén, aunque su mayor densidad se registra en las
terminales presinépticas y su activacion media influjos de calcio hacia el interior de las neuronas
(Itier and Bertrand, 2001).

Otra de las sustancias que puede modular la actividad neuronal y desencadenar fenédmenos a
nivel sindptico en el hipocampo es la norepinefrina, la cual provoca decremento de la inhibicion
a las neuronas piramidales, realzando la respuesta a su excitacion (Bergles et al., 1996;Brinton
and McEwen, 1989).

Existen dos grandes familias de receptores noradrenérgicos descritas. Los de tipo beta con sus
correspondientes subtipos y los de tipo alfa también con distintas subclases.

Los receptores beta-1 predominan en la corteza cerebral y en casi todas las regiones del
encéfalo, mientras que los receptores beta-2 predominan en el cerebelo. Sin embargo, en
muchos casos, los receptores beta-1 y beta-2 coexisten en el mismo tejido y algunas veces
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mediando el mismo efecto fisiolégico. La densidad de los receptores beta-1 varia en un rango
mayor de areas cerebrales diferentes que los receptores beta-2. Esto también esta suscrito por
la presencia casi exclusiva de los receptores beta-2 en la glia o en los vasos sanguineos. La
activacion de receptores beta-adrenérgicos estimula la sintesis de AMPc que resulta en la
activacion de la PKA (Kuhar et al., 1999).

Los receptores noradrenérgicos de tipo alfa también se diferencian en dos subtipos principales,
los alfa-1 y alfa-2. La estimulaciéon de los receptores alfa-1 provoca la activacion de la
fosfolipasa C, la cual desencadena la cascada del inositol trifosfato y consecuentemente la
liberacion de calcio de los almacenes intracelulares. Los receptores noradrenérgicos alfa-2 en
su mayoria son autorreceptores y estan distribuidos por todas las regiones del Sistema
Nervioso Central. La principal accion de este tipo de receptores es inhibir la actividad de la
adenilato ciclasa (Kuhar et al., 1999).

Potenciacion sinaptica duradera (LTP)

En 1973, se encontraron las primeras evidencias experimentales que apoyaban las
suposiciones de Cajal y de Hebb, es decir, que las sinapsis tienen la capacidad de modificarse
como consecuencia de su actividad (Bliss and Gardner-Medwin, 1973). A este fendmeno se le
ha conocido como potenciacién sinaptica duradera o mas usualmente por sus siglas en Inglés
LTP (Long-term potentiation), y consiste en un incremento sostenido en la eficacia de la
transmision sinaptica después de estimular una via aferente con EAFR, esto es, todo el proceso
de transmisién ocurre mas rapidamente y en mayor magnitud (Lomo, 1971b;Bliss and Lomo,
1973). Tales cambios se producen inmediatamente y poseen una duracion variable, en
dependencia del protocolo utilizado para su induccién, que va desde algunas horas, dias y
hasta semanas. La LTP, desde su descubrimiento ha sido propuesta como un modelo celular
de los procesos que subyacen en el aprendizaje y la memoria (Bliss and Lomo, 1973). Dos
analogias fundamentales sustentan la sugerencia de que la LTP pueda considerase un buen
modelo de aprendizaje y memoria: el hecho de que la potenciacién a largo plazo es un cambio
de conectividad duradero que depende de la actividad y que fue descrito en el hipocampo, una

estructura relacionada con diferentes tipos de memoria.
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La LTP tiene fases mediadas por diferentes mecanismos

Como la memoria, la LTP tiene fases (Fig. 3). Una fase inicial, denominada LTP temprana
(early-LTP, <4h, E-LTP), que depende de la entrada masiva de Ca™" a través de los canales de
los receptores glutamatérgicos del tipo NMDA. La entrada masiva de Ca™ incrementa las
concentraciones intracelulares de este ion, lo que a su vez activa proteina cinasas que
producen modificaciones covalentes y funcionales en proteinas preexistentes (Reymann, 1993)
tales como la calcio-calmodulina-cinasa Il, PKC, proteinas del citoesqueleto, proteinas de
adhesion, canales ionicos (Matthies et al., 1989). A esta LTP-temprana le sigue una LTP-tardia
(late-LTP, >4h, L-LTP), que depende de la sintesis de nuevas proteinas relacionadas con la
plasticidad sinaptica (Krug et al., 1984;Frey et al., 1988;Krug et al., 1991;Frey et al., 1991a). En
los Gltimos afios ha sido postulado que la fase tardia de la LTP es heterosinaptica, es decir, que
depende de la activacion de sinapsis no glutamatérgicas. Estas sinapsis ‘moduladoras’, que
pueden ser dopaminérgicas, noradrenérgicas o colinérgicas, inducen la sintesis de nuevas
proteinas necesarias para que se mantenga la LTP mas alla de las cuatro horas (Frey et al.,
1995) (Fig. 3). La sintesis de nuevas proteinas es activada por la cascada AMPc/PKA (Abel et
al., 1997;Nguyen and Kandel, 1996;Frey et al., 1993a). Hallazgos mas recientes han mostrado
que la MAPK (mitogen-activated protein kinase) estd implicada en la LTP (Komiyama et al.,

2002) y en algunas formas de aprendizaje y memoria (Walz et al., 2000).
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Fig. 3 Mecanismos de la LTP. Después de aplicar un estimulo eléctrico a una via aferente se produce un
incremento en la eficacia de la transmision singptica en la cua subyacen una serie de mecanismos
moleculares. Iniciamente se activan y modifican proteinas ya existentes, pero para que este fendmeno se
prolongue més allé de las 4 horas requiere de la sintesis de nuevas proteinas. STM, short-term potentiation,
VDCC, canales de calcio dependientes de voltaje. LTPL, eslafase temprana; LTP2 eslaLTP tardia. Algunos
postulan laexistenciade unafase ulterior: LTP3.

LTP y memoria
Como hemos mencionado la LTP ha sido considerada como un mecanismo celular de memoria
y aprendizaje. Esta especulacion se basa en la coincidencia entre las caracteristicas de la LTP
y las atribuidas a la memoria. Dentro de las caracteristicas que hacen de este fendmeno
plastico un buen modelo celular de memoria estan (Collingridge, 1992):
La LTP es un incremento en la eficacia de la transmisién sinaptica dependiente de la
actividad. Desde finales del siglo XIX se ha pensado que en los procesos de memoria
subyacen cambios en la eficacia de la transmision sinaptica de los circuitos activados.
La LTP se desarrolla en muy corto tiempo y puede durar por varias semanas, meses y, tal
vez, afos.
La LTP es un evento sinptico/especifico. Solo las sinapsis activadas por el EAFR muestran

potenciacion.
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La LTP es asociativa. Las sinapsis estimuladas subumbralmente se pueden potenciar si
simultaneamente se estimula con fuerza un ingreso vecino.

La LTP como la memoria tiene fases. Una fase inicial independiente de la sintesis de
proteinas y una fase tardia que si requiere la sintesis de novo de macromoléculas. Ademas

puede ser consolidada por factores de naturaleza afectiva (Fig. 4).

memoria a corto plazo
{de segqundos a horas)

memoria a largo plazo
(de horas a meses)

o330

memoria a largo plazo
(de meses a toda la vida)

Tiempo

Fig. 4 Diferentes fases de la memoria. Estos diferentes estadios se han distinguido bloqueando los diferentes
mecanismos que las median. Notese la correspondencia con las fases propuestas parala LTP Maodificado de J.
MacGaugh, Science (2000); 287:248-251.

Existen algunas evidencias que muestran que durante algunas formas de aprendizaje y
memoria se producen cambios de conectividad similares a los que ocurren en la LTP post-
tetanica. Por ejemplo, el condicionamiento del reflejo corneal en los conejos (Weisz DJ and
Clark GA, 1984) produce un incremento de la eficacia en la transmisioén de las sinapsis via
perforante-células granulares. También el aprendizaje discriminativo en la camara Y conduce a
un incremento en la amplitud de la espiga poblacional en el giro dentado 24 horas después del
entrenamiento (Ruthrich et al., 1982). Skelton y cols. observaron un aumento en la amplitud de
los potenciales de accién compuesto (P) durante una prueba de condicionamiento operante
con motivacion apetitiva (Skelton et al., 1987). El condicionamiento al miedo produce LTP en la
amigdala (Rogan et al., 1997), e induce un incremento en la eficacia sindptica en la via nucleo
geniculado medial-amigdala lateral (McKernan and Shinnick-Gallagher, 1997). El aprendizaje
en pruebas de discriminacion espacial produce en el septum lateral cambios similares a los de
la LTP (Garcia et al.,, 1993). La adquisicion de habilidades motoras puede conducir a la
induccién de una LTP en la corteza (Rioult-Pedotti et al., 1998) (Martin and Morris, 2001).
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Un problema comdn en todos esos estudios es que no puede afirmarse que las sinapsis
estudiadas participen en el proceso de aprendizaje. Una estrategia para resolver ese problema
consistié en utilizar la estimulacién eléctrica de baja frecuencia de repeticiones como estimulo
condicionado en una prueba de evitacion activa. Se pudo demostrar que los animales no solo
aprenden la prueba, sino que, simultdneamente, se desarrolla un incremento en la reactividad
sinaptica de esa misma poblacién. Resulté significativo el hecho de que esa potenciacion post-
entrenamiento no se observo en animales que no aprendieron la prueba (Matthies et al.,
1986;Bergado et al., 1988) .
Los estudios de saturacion de la LTP también han pretendido establecer una relacién entre LTP
y memoria. La fundamentacion tedrica de estos estudios es la siguiente. Si durante el
aprendizaje tienen lugar modificaciones como la LTP en determinada poblacion sinaptica, se
puede esperar que si todas la sinapsis de esa poblacidon neuronal estan potenciadas al
maximo, esto afectara la adquisicion de nuevos contenidos de memoria dependientes de esa
poblacion. Algunos resultados han mostrado que en estas condiciones de saturacion se
deteriora la capacidad de aprendizaje espacial (Barnes et al., 1994). Sin embargo, los
resultados de otros estudios no han sido tan convincentes o incluso contradictorios (Bliss,
1998;Moser and Moser, 1999).
Otra estrategia utilizada para establecer una posible relaciéon entre LTP y memoria ha sido
actuando sobre los mecanismos subyacentes en la LTP con el fin de observar sus efectos sobre
la memoria. Morris en la década del ochenta probé que antagonistas de los receptores al
glutamato del tipo NMDA y que bloquean la induccion de la LTP, reducen también el
aprendizaje espacial (Morris et al., 1986).
La LTP depende de que prime la actividad de las proteinas cinasas sobre la de las fosfatasas.
La inhibicién genética de la calcineurina, una importante fosfatasa, facilita el aprendizaje, la
memoria y la LTP (Malleret et al., 2001). El aprendizaje espacial incrementa en el hipocampo
los niveles de la proteina calcio-calmodulina cinasa Il (Ca*™/CaM), una cinasa que se activa
durante la induccién de la LTP, y la inhibicion de esa proteina deteriora el aprendizaje espacial
(Tan and Liang, 1996;Cammarota et al., 2002). La modificacion transgénica de la Ca™/CaM en
la treonina 286, el sitio autofosforilable, deteriora la plasticidad dependiente de la experiencia en
la corteza somatosensorial primaria donde estan representadas las vibrisas en los roedores
(barrel cortex). Analogos del AMPc, cuya activacion es decisiva para el mantenimiento de la
LTP (Frey et al., 1990;Frey et al., 1991b;Frey et al., 1993a), mejoran la retencién del
aprendizaje de evitacion inhibitorio (Bernabeu et al., 1996). La activacion de la cascada
AMPCc/PKA es mediada por receptores dopaminérgicos D1/D5 en el hipocampo (Bernabeu et
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al., 1997). Los antagonistas beta-adrenérgicos y los inhibidores de la PKA afectan el
aprendizaje (Bevilaqua et al., 1997). Es notorio que, tanto la LTP como la memoria tengan una
fase inicial transitoria (<4h, en ambos fendmenos) y una fase tardia que depende de la sintesis
de proteinas.

Los estudios en el molusco marino Aplysia californica han demostrado que hay una relacion
directa entre el aprendizaje y cambios plasticos en las sinapsis de los circuitos implicados en el
desarrollo de la conducta aprendida (Carew and Kandel, 1973;Carew et al., 1979;Bailey et al.,
1981;Carew et al., 1981), lo cual muestra que cambios de esta naturaleza pueden subyacer en
los procesos de aprendizaje y memoria. Mecanismos similares a los antes mencionados —como
la sintesis de nuevas proteinas— inducido por la cascada de activacion AMPc/PKA/CREB
(CREB, cAMP response element binding protein) se ha encontrado que son necesarios para el
aprendizaje en la mosca Drosophila melanogaster (Yin et al., 1995a;Yin et al., 1995b), lo cual
sugiere que estamos frente a mecanismos que son universales.

De cualquier modo, en lo que si no hay duda es que el procesamiento de informacion, como
consecuencia de la experiencia, produce modificaciones morfofuncionales en el Sistema
Nervioso, como han mostrado los trabajos con ambientes enriquecidos (Kolb, 1999). En tales
condiciones, los animales mejoran la memoria, la adquisicion de habilidades motoras y se
Relacién

LTP/Memoria

Memoria

Fig. 5 Posible relacién entre la LTP y la memoria. La zona en negro representa el subconjunto
de mecanismos comunes a la LTP y a la memoria. Existe un subconjunto de la LTP cuyos
mecanismos podrian no estar implicados en la memoria e igualmente hay un subconjunto de la
memoria que involucra mecanismos que nNo son puramente sindpticos, como la neurogénesis.

hacen mas resistentes a traumas y enfermedades (Van Praag et al., 2000).
En su conjunto estas evidencias muestran que cambios como los que tienen lugar en la LTP
estan implicados (Fig. 5), al menos, en el procesamiento de la informaciéon que sera
eventualmente almacenada (Abel and Lattal, 2001;Martin and Morris, 2002).

Aunque no existen evidencias que demuestren una relacién funcional directa entre LTP vy

memoria por las dificultades antes citadas, la acumulacidn de analogias y evidencias indirectas
ha conducido a la aceptacion de la idea de que procesos de tipo LTP pueden estar implicados
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en las bases fisiolégicas de diferentes tipos de memoria (Matthies et al., 1989;Agranoff et al.,
1999) y que existen diferentes tipos de memoria (Milner et al., 1998). La LTP, por tanto, es un
buen modelo para estudiar los procesos subyacentes en la memoria y en todo caso, ha
contribuido a conocer mejor como funcionan las sinapsis centrales y el flujo de informacién en el
Sistema Nervioso.

Amigdala. Relaciones con la memoria

La amigdala es una estructura limbica, conformada por varios nucleos, que presenta multiples
conexiones reciprocas con otras estructuras limbicas y con la corteza (Maren, 1996). En la
década del treinta del pasado siglo se pudo establecer que la amigdala estd implicada en
conductas emocionales (Kliver and Bucy, 1939) lo cual ha sido confirmado después en
estudios en animales y humanos (Aggleton, 1993;Kalin, 1993;LeDoux, 1994;Furmark et al.,
1997;Davidson and Irwin, 1999;Critchley et al., 2000;Baron-Cohen et al., 2000). Recientemente,
se ha demostrado que la amigdala esta relacionada con los procesos de memoria emocional
(LeDoux, 1993), y que pudiera actuar reforzando contenidos de memoria en otras zonas del
cerebro (McGaugh et al, 1996;McGaugh and Cahill, 1997;McGaugh, 2000;McGaugh,
2002;McGaugh et al., 2002). Se sabe que la lesion de la amigdala basolateral bloquea el efecto
potenciador sobre la memoria de la administracion de glucocorticoides en el hipocampo dorsal
(Roozendaal and McGaugh, 1997). Ademas, la lesién de la amigdala dafia la adquisicién de
conductas discriminativas de evitacion (Poremba and Gabriel, 1997). Por otra parte, el
condicionamiento al miedo induce un incremento en la eficacia de la transmisién sinaptica de la
via nlcleo geniculado medial-amigdala lateral (McKernan and Shinnick-Gallagher, 1997) e
induce LTP en la amigdala (Rogan et al., 1997).

El hipocampo y la amigdala participan simultdneamente, tanto en los estados iniciales de la
formacién de la memoria, como en la recuperacion (lzquierdo et al., 1997;lzquierdo et al.,
1992;Bianchin et al., 1993;Bianchin et al., 1999;Antoniadis and McDonald, 2000).

Importancia del estado emocional-motivacional en el aprendizaje

El sistema limbico o emocional constituye una interfase flexible entre la informacion sensorial y
el sistema de accién, que aparecido en los mamiferos primitivos, y evalta la informacion
proveniente de la periferia no en términos de qué, dénde y como; sino en términos de
recompensa y castigo. Del resultado del andlisis que hace este sistema se derivan casi todas
las conductas de los animales por cuanto establece el valor afectivo de la informacién que
puede entonces quedar almacenada en el Sistema Nervioso. De modo que cuando el animal se
expone a ese estimulo nuevamente se desenvuelve con mas eficiencia y éxito (Kandel et al.,
2000;Iversen et al., 2000).
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La simple observacion ha mostrado que el estado emocional-motivacional es importante en los
procesos de aprendizaje y memoria. Una motivaciéon elevada o un estado emocional
excepcional nos ayuda a recordar eventos y sucesos que en otras condiciones hubiéramos
olvidado. Mas tarde, se ha podido comprobar experimentalmente que ciertamente el estado
emocional/motivacional es decisivo para la consolidacion de la memoria (Aggleton, 1993). Los
estudios experimentales que muestran una relacion entre motivacion-emocion y cognicién son
tantos que resulta imposible citarlos. Sin embargo, es interesante resefiar algunos estudios que
contribuyen a establecer las vias y mecanismos implicados en esas relaciones. Asi, se ha
podido demostrar la participacion de sistemas neurotransmisores que incluyen a la
norepinefrina, la dopamina, la acetilcolina y el GABA (Gasbarri et al., 1997;Dickinson-Anson and
McGaugh, 1997;lzquierdo and McGaugh, 1987;Ammassari-Teule et al., 1991;Gasbarri et al.,
1993;Hatfield and McGaugh, 1999;Ferry and McGaugh, 1999;Ferry et al., 1999a;Ferry et al.,
1999b;Ferry et al,, 1999c) y hormonas como los glucocorticoides (Roozendaal et al.,
1997;Roo0zendaal et al., 1999b). Esos estudios confirmaron también la participacién de
estructuras limbicas como la amigdala y el septum en el reforzamiento emocional/motivacional
de la memoria (McGaugh et al., 1996;Nagahara and McGaugh, 1992;Packard et al., 1994;Ferry
et al., 1999a). Estos sistemas y estructuras median también las influencias del estrés sobre los
procesos de aprendizaje y memoria (Roozendaal et al., 1997). Los efectos del estrés sobre la
memoria parecen depender de cuanto resulte activado el eje hipotalamo-hipéfisis-suprarrenal y,
consecuentemente, cuanto se eleven los niveles circulantes de glucocorticoides vy
noradrenalina. Un incremento moderado facilita la memoria, pero uno excesivo la deteriora
(Sandi et al., 1997;Heinrichs et al., 1996;Lupien et al., 1997;Dachir et al., 1997;Arbel et al.,
1994;Radulovic et al., 1999;Conrad et al., 1999;Roozendaal et al., 1999a;Roozendaal, 2000).

Reforzamiento motivacional de la LTP

Un resultado muy interesante proviene del paradigma conocido como reforzamiento
motivacional de la LTP (Seidenbecher et al., 1997;Seidenbecher et al., 1995). Estos estudios
han demostrado que una LTP temprana en el giro dentado, inducida por estimulos débiles,
puede ser prolongada si se le suministra agua a animales previamente privados de ella o si se
les aplica un estimulo eléctrico moderado en las patas, dentro de una ventana temporal de
aproximadamente 30 minutos antes o después de la inducida la E-LTP en la via perforante. Lo
mas importante de estos estudios es que brindaron las primeras evidencias de que la E-LTP, al
igual que la memoria, puede ser influida por factores emocionales y motivacionales. Ademas
muestran que la LTP puede ser consolidada si de alguna manera logramos activar los
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mecanismos implicados en las fases tardias de la LTP. El proceso de consolidacion de la E-LTP
es también dependiente del tiempo.
En este tipo de estudio se combina un estimulo artificial arbitrario que produce un incremento en
la eficacia de las conexiones activadas y que carece de significado para el animal; pero que
pudiera simular los producidos durante el aprendizaje de una tarea particular, con un estimulo
fisioldgico con una importancia vital para el animal, como beber agua cuando esta sediento. De
este modo se pueden estudiar los elementos moleculares y celulares que median la influencia

de las emociones y las motivaciones sobre la consolidacion de la memoria.

Relacién amigdala-hipocampo en la plasticidad sinaptica

En la década pasada se realizaron una serie de trabajos que mostraron que la LTP hipocampal
podia ser modulada por otras estructuras subcorticales, como la amigdala basolateral (BLA). Se
sabe que la estimulacién tetanica de la amigdala puede incrementar la magnitud inicial de la
LTP (Ikegaya et al., 1995a;lkegaya et al., 1995c;lkegaya et al., 1996b). La inactivacion (Ikegaya
et al., 1995d;lkegaya et al., 1996a) o la lesi6n de la BLA (Ikegaya et al., 1994) atenda la
magnitud de la LTP. Estos autores concluyeron que la amigdala modula la induccién de la LTP
y que tal efecto es mediado por la activacion de receptores NMDA (lkegaya et al., 1995b) y
receptores beta adrenérgicos (Ikegaya et al., 1997a).

Recientemente, se ha estudiado el efecto de la estimulacion tetanica de la amigdala sobre la
LTP. En el experimento, la amigdala fue estimulada en periodos de tiempo similares a los
utilizados en el estudio del reforzamiento motivacional, esto es, 30 minutos antes y después del
estimulo de alta frecuencia repetida de la via perforante. Se pudo comprobar que, en efecto, la
estimulaciéon de la amigdala también prolonga las fases tardias de la LTP en el giro dentado y
produce efectos similares a los observados en el estudio del reforzamiento motivacional (Frey
et al.,, 2001). En esencia, la estimulacion eléctrica de la amigdala basolateral es capaz de
prolongar una LTP de corta duracién mas alla de las cuatro horas, de modo que se convierte en
una LTP tardia. Los estudios farmacoldgicos mostraron que tal reforzamiento de la LTP
temprana es dependiente de la sintesis de nuevas proteinas. Esta bien establecido que la LTP
tardia depende de la sintesis de nuevas proteinas inducida desde fases mas tempranas (Frey
et al., 1996;Krug et al., 1984;Matthies et al., 1989;Matthies et al., 1990;Frey et al., 1993b). Esto
sugiere que, de alguna forma y por alguna via, la amigdala, al ser estimulada, induce la sintesis
de nuevas proteinas imprescindibles para mantener una LTP mas alla de las cuatro horas. El
efecto de la estimulacion de la amigdala sobre el mantenimiento de la LTP es heterosinaptico,
pues es mediado por receptores muscarinicos de acetil colina y beta-adrenérgicos (Frey et al.,
2001) . Esto coincide con el reforzamiento motivacional, pues también es mediado por
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receptores noradrenérgicos. Ademas, ninguna de las dos formas de reforzamiento es mediada
por receptores dopaminérgicos (Seidenbecher et al., 1997;Frey et al., 2001). La activacién de
receptores muscarinicos y/o beta-adrenérgicos podria inducir la sintesis de nuevas proteinas
requeridas para la potenciacién a largo plazo de las sinapsis del giro dentado activadas por el
estimulo eléctrico de la via perforante.

Estudios mas recientes confirman que el efecto de amigdala sobre la LTP en el hipocampo es
mediado por la norepinefrina y también por la corticotropina (Akirav and Richter-Levin,
1999;Akirav and Richter-Levin, 2002).

Significado de la sintesis de proteinas para la LTP tardia. Hip6tesis de la marca sinaptica
Enla LTP hipocampal pueden ser distinguidas fases caracterizadas por mecanismos celulares
distintos en una precisa secuencia temporal. Como ya dijimos, se describe una E-LTP que se
prolonga hasta cerca de 4 horas después de la induccion de la LTP y una L-LTP que puede
durar, in vivo varias semanas. La L-LTP puede ser bloqueada y separada de las fases
precedentes por la administracién de inhibidores de la sintesis de RNA y proteinas (Frey et al.,
1988;Fazeli et al., 1993;Frey et al., 1993b;Frey, 1997). En experimentos farmacoldgicos se pudo
demostrar que la sintesis de RNAm y proteinas debe ser activada inmediatamente después de
la induccién de la LTP para permitir el desarrollo de una L-LTP (Frey et al., 1996). Estos
hallazgos son apoyados por resultados que demuestran un aumento en la sintesis de proteinas
en las horas siguientes a la induccién de la LTP, es decir durante la E-LTP (Frey et al., 1991a).
Debido a que la sintesis de proteinas ocurre principalmente en el cuerpo neuronal y a que la
LTP es homosinaptica, cabria preguntarse como estas proteinas encuentran, en las dendritas,
las sinapsis adecuadas para la estabilizacion de la LTP.

Hallazgos recientes in vitro muestran que las proteinas recien sintetizadas como consecuencia
de la actividad, no necesitan mecanismos especiales de trafico de proteinas para garantizar la
especificidad sinaptica (Frey and Morris, 1997a;Frey and Morris, 1997b). En su lugar se
desarrolla, en las correspondientes sinapsis activadas, un marcaje transitorio (synaptic tag) el
cual es capaz de atraer y fijar las proteinas sintetizadas de modo inespecifico durante la E-LTP.
Las proteinas unidas de esta forma a las sinapsis activadas son presumiblemente responsables
del mantenimiento prolongado de la LTP. Este proceso podria representar un mecanismo clave
para el mantenimiento de las fases tardias de la LTP y, posiblemente para la conversion de un
trazo de memoria transitorio en uno duradero. En este sentido resulta también interesante que

el marcaje sinaptico so6lo se activa transitoriamente (por periodos de menos de 3 horas).
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Durante esta ventana temporal post-tetanica se bloquea el procesamiento de otros ingresos
neuronales por la misma via, a lo que se le denomina oclusion (Frey et al., 1995).
Plasticidad sinaptica y envejecimiento
El envejecimiento es un proceso destructivo, progresivo e intrinseco que acontece en todo ser
vivo con el tiempo, como expresion de la interaccién del programa genético y el medio
ambiente. No es una enfermedad, sin embargo, contiene una gran cantidad de cambios
sustanciales que conllevan al deterioro del organismo y finalmente a la muerte.
Si bien el Sistema Nervioso mantiene durante toda la vida la potencialidad de cambiar como
consecuencia de la experiencia, existen periodos criticos. En algunos de estos periodos criticos
las capacidades neuroplasticas son elevadas; en otros momentos no lo son tanto. Se sabe que
entre 7-15 dias de nacidas las ratas tienen un nivel maximo de plasticidad cortical. El periodo
que le antecede es de muy poca plasticidad. A partir del dia 15 hasta el 30 nuevamente el
cerebro se hace mas plastico. Otro importante estadio en el que el cerebro se hace mas ductil
es la pubertad, que en las ratas es alrededor de los 60 dias. En este momento son las
hormonas gonadales las que elevan esta capacidad. Después de la pubertad van disminuyendo
lentamente las propiedades neuroplasticas (Kolb, 1999).
Con el envejecimiento se deteriora la plasticidad. Uno de los razgos del envejecimiento es la
pérdida notable de la memoria. El aprendizaje, que es una manifestacion de la plasticidad del
Sistema Nervioso, se reduce en animales viejos (Barnes, 1979;Zyzak et al., 1995;Rasmussen et
al., 1996). En este estadio de la vida se afectan también los procesos emocionales. Esto
posiblemente se deba a modificaciones sustanciales que sufre el cerebro a lo largo de la vida,
de las que no estan exentos el hipocampo (Deupree et al., 1993;Geinisman et al.,
1995;Papatheodoropoulos and Kostopoulos, 1996) y la amigdala (Aggleton, 1993).
Se ha descrito que el desarrollo de la LTP en animales de experimentacion es dependiente de
la edad. En los animales viejos el umbral de induccién de la LTP es superior al de los animales
jovenes (Barnes et al., 2000), y su magnitud inicial es menor (Garcia and Jaffard, 1993;Froc et
al., 2003). En ellos, la LTP se desarrolla lentamente y decae con rapidez (de Toledo-Morrell et
al., 1988;Bergado et al., 1997a). Ademas, las ratas viejas con deterioro cognitivo presentan
afectaciones en la plasticidad sinaptica a largo plazo (Bach et al., 1999).
Las fases tardias se han estudiado poco en los animales viejos y hasta el momento nada se
sabia sobre el reforzamiento motivacional y por estimulacién eléctrica de la amigala de la E-LTP
en animales viejos. En este trabajo se aportan evidencias al respecto.
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MATERIALES Y METODOS

De nuestros objetivos se derivaron una serie de tareas, las que estan vinculadas a seis
experimentos (Fig. 6). A continuacién describimos las tareas por objetivos.
TAREAS
COMUNESA TODOSLOS OBJETIVOS
1. Comprobar la estabilidad de la transmision sinptica basa en el giro dentado del hipocampo (linea
base) durante el tiempo en que se redlizan los registros experimentales y que no se presentan
oscilaciones circadianas.
2. Comprobar que el protocolo de estimulacion (EAFR) induce una L TP temprana, es decir con una
duracién de aproximadamente 4 horas.
3. Vaeificar e efecto del estimulo motivacional sobre la LTP temprana inducida en el giro dentado
del hipocampo (solo en los Experimentos | y V)
CORRESPONDIENTES AL OBJETIVO |:
Estudios controles
4. Estudiar € efecto de la inyeccion de lidocaina en la amigdala basolateral sobre la transmision
sindpticabasal y laL TP tempranaen el giro dentado del hipocampo.
5. Estudiar e efecto del vehiculo (NaCl 0.9 %) inyectado en la amigdala basolateral sobre €
reforzamiento motivaciona de una L TP temprana.
Estudios problemas
6. Estudiar e efecto de la inactivacion tempora por inyeccién de lidocaina en la amigdaa
basolateral sobre €l reforzamiento motivacional de unaL TP temprana.
7. Estudiar € efecto de la lesion electrolitica de la amigdala basolateral sobre e reforzamiento
motivacional de unaL TP temprana.

CORRESPONDIENTESAL OBJETIVO II:
Estudios controles
8. Verificar d efecto de la anisomicina o del vehiculo inyectado en e ventriculo lateral derecho
sobre latransmision sinptica basal en el giro dentado del hipocampo.
Estudio problema
9. Estudiar € efecto de la inyeccion de anisomicina, un inhibidor de la sintesis de proteinas, en €l
ventriculo derecho sobre €l reforzamiento motivacional de una L TP temprana.
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CORRESPONDIENTES AL OBJETIVO lII:
Estudios controles
10. Estudiar € efecto de los vehiculos en los cuales se disolvié la norepinefrina 'y la oxotremorina
sobre la transmision sindptica basal.
11. Estudiar el efecto de la norepinefrinay la oxotremorina sobre la transmision singptica basal.
Estudio problema
12. Estudiar €l efecto de la norepinefrinay la oxotremorina sobre laL TP tempranainducida en €l giro
dentado del hipocampo.

CORRESPONDIENTES AL OBJETIVO |V:
13. Clasificar los animales vigjos, mediante una prueba de aprendizaje espacial, en animales vigjos
con o sin déficit cognitivo.
Estudio control
14. Estudiar laLTP temprana en ratas vigjas con o sin déficit cognitivo.
Estudios problema
15. Estudiar € efecto del reforzamiento de la L TP temprana por estimulacion eléctrica de la amigdala
basolateral en lasratas vigas.

16. Estudiar € efecto del reforzamiento motivacional en lasratas vigjas.

CORRESPONDIENTES AL OBJETIVO V:
Estudios problema
17. Cuantificar los niveles de los neurotransmisores clésicos y sus metabolitos (aminoacidos,
acetilcoling, catecolaminas y serotoning) en e giro dentado del hipocampo de ratas jovenes y
vigias, en condiciones basales y sometidas a protocolos de reforzamiento motivacional y por
estimulacion eléctricade laamigdala.
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Lo anterior se resume en el siguiente esquema (Fig. 6). Un grupo de experimentos estuvo
dedicado a conocer vias, estructuras y mecanismos subyacentes en el reforzamiento de la E-
LTP; mientras que otros indagaban en el efecto del envejecimiento sobre dos formas de
reforzamiento de la E-LTP: el reforzamiento motivacional y reforzamiento por estimulacién de la

amigdala basolateral.

Disefio Experimental

Ratas Sprague-Dawley
machos
. Ratasvigjas : Jovenes
l .......... | l I
ARRELRLLEEL i : Participacion dela Efectodela
i Aprendizge  : amigdala inhibicion dela
: espacial : basolateral en e sintesis de proteinas
......................... reforzarnlmto _> s)br_eel
FEIRRRRTRRRER ATREN] AsssEEEEEEEEEEEERER CondUCtuaI dela rdorzarnlmto
! Sindéficit § Condéficit ELTP conductual
: Cognitivo I Cognitivo v

Efectosdela
llv i v l epinefrinay la | !l
FEgeaniaey TEmGoy] S orotemorna
- FLLLLLLLL] I SALEEE L LR L R 'y
! reforzamientodela | reforzamiento § i Efectodela i sobrelaE-LTP
!  ELTPpor motivaciondl delai i estimulaciondela :
estimulacion dela E-LTP 2 amigdalay el
: amigdala basolateral : i reforzamiento
: : motivacional sobreas
e : liberacion de :
! Neurotransmisoresen :
el giro dentado

Fig. 6. Disefio experimental. Los nimeros romanos representan los experimentos realizados y dentro de los
rectangulos aparece una breve descripcidn del estudio. Los experimentos I, 11, 111 y VI indagaron sobre posibles
estructuras y mecanismos implicados; en tanto que € IV y V en € efecto del envejecimiento sobre |os fenémenos
estudiados (rectangul os en lineas discontinuas).
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Animales

Se utilizaron ratas (Rattus norvegicus) de la linea Sprague-Dawley, machos, con peso entre
230-300g, obtenidas del CENPALAB (Centro Nacional de Produccion de Animales de
Laboratorio). Los animales permanecieron en el bioterio del centro en cajas plasticas
translicidas (cinco animales por caja) con condiciones de luz y temperatura controladas (ciclos
de 12h luz y 12h oscuridad) y libre acceso a comida y agua (excepto durante las 24 horas
requeridas para el estudio del reforzamiento motivacional). En el Experimento IV, V y VI
ademas de los animales jovenes controles se incluy6 un grupo de ratas que tenian 24 meses de
edad al comienzo del experimento. Las ratas viejas fueron obtenidas también del CENPALAB
como reproductores retirados a los 8-10 meses de edad y mantenidos en nuestro bioterio en las
condiciones sefialadas hasta alcanzar la edad requerida.

En todo momento se vel6 por garantizar el bienestar de los animales y reducir al minimo el dolor
asociado a los procedimientos empleados de acuerdo con las Regulaciones del CENPALAB
para el uso y cuidado de animales de laboratorio.

Cirugia

Narcosis

Las ratas jovenes recibieron una dosis de carga de 420 mg/kg de peso, de hidrato de cloral
[Merck (Darmstadt, Germany)] por via intraperitoneal, lo que garantiza una narcosis de
aproximadamente dos horas. Los animales envejecidos fueron anestesiados con una dosis
inicial de 25 mg/kg de Ketalar [Liorad (La Habana, Cuba)]. Se decidi6 utilizar este narcético, en
el caso de las ratas viejas, debido a que brinda una narcosis menos profunda y los animales se
recuperan rapidamente, lo cual asegura una mayor sobrevivencia de estos. Cuando fue
necesario se aplicé una dosis de mantenimiento, la cual fue un tercio de la dosis inicial. Esto se
cumple para los dos narcéticos utilizados.

Una vez narcotizados y rasurada la parte superior de la cabeza, los animales se fijaron en un
marco estereotaxico (David Kopf, USA). A continuacién se aplicé Timerosal. Se practicé una
incision a lo largo de la linea media sagital en la piel del crAneo con un bisturi o se cort6 la piel
del craneo en dependencia del experimento. Después de lavar con peréxido de hidrégeno, fue
cortado el periostio a lo largo de la sutura sagital con un escalpelo y eliminado. En caso de
sangramiento profuso, se aplicaron compresas de algodén embebidas de epinefrina, un
poderoso vasoconstrictor, sobre los puntos de la hemorragia.

Se comproboé la orientacién correcta de la cabeza, verificando que los puntos de referencia
anatomica bregma y lambda se encontrasen a la misma altura (Paxinos and Watson, 1998).
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Tomando a bregma como referencia, se calcularon las coordenadas de las estructuras de
interés (Paxinos and Watson, 1998). Después de marcar con tinta las coordenadas sobre el

craneo, se trepanaron los puntos utilizando un taladro pequefio y fresas dentales.

Implantacién de los electrodos

Los electrodos fueron montados en las torres del marco estereotaxico y se bajaron lentamente a
través de los trépanos hasta la profundidad seleccionada.

La poblacién sinaptica que se estudid en todos los experimentos fue la de la via
perforante/células granulares del giro dentado. Para ello, se colocé en el giro dentado un
electrodo monopolar para el registro de los potenciales evocados (anteroposterior, AP: -3,8;
mediolateral, ML: 2,0 mm) a una profundidad inicial de 3,5 mm bajo la superficie del craneo.
Dos tornillos de relojeria fijados a los huesos frontal izquierdo y parietal izquierdo sirvieron de
tierra y electrodo indiferente respectivamente. En la via perforante se implanté un electrodo
bipolar de estimulacion (AP: -7,5; ML: 4,0 mm a una profundidad inicial de 3,0 mm bajo la
superficie del craneo). En los experimentos donde se estimuld la amigdala basolateral, ademas
se ubic6 un electrodo monopolar en el ndcleo amigdalino basolateral (AP: -2,8; L: 5,0; a una
profundidad inicial de 8,0 mm) (Paxinos and Watson, 1998). Para ajustar definitivamente la
posicion en profundidad de los electrodos de registro y estimulacion de la via perforante, se
registraron y compararon potenciales evocados a medida que se fue descendiendo con el
electrodo de estimulacién en etapas de 0,1 mm (Fig. 7). Se aplicaron pulsos cuadrados aislados
de corriente de 600 mA de intensidad y 0,1 ms de duracion usando un estimulador SEN-3301
(Nihon Kohden, Japan) conectado al animal mediante un aislador SS-104J (Nihon Kohden,
Japan). Los potenciales se registraron utilizando un osciloscopio VC-11 (Nihon Kohden, Japan)
filtrando entre 1, 5 Hz-3 kHz. Se utilizé como criterio de profundidad éptima la presencia en el
potencial evocado de una espiga poblacional bien definida sobre el flanco ascendente del
potencial con amplitud maxima nunca menor de 2 mV. Cuando fue necesario poner un

electrodo de estimulacién en la amigdala basolateral su posicion se ajusté de la misma forma.
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Electrodo de registro o
canulade microdidisis

Electros de estimul acién, canula
olesiéndelaBLA

Fig. 7. Esquemas de cortes transversdles del cerebro de la rata sobre los cuales se han ubicado
esgematicamente |os electrodos de registro, estimulacion y las canulas. En la parte inferior se muestran las
coordenadas anteroposterior respecto a bremma de cada corte. BLA, amigdala basolateral; GD, giro dentado
del hipocampo; vp, via perforante; VLD, ventriculo lateral derecho.

Los elementos implantados fueron asegurados con acrilico dental (Paladur, Germany) luego de
ser conectados a uniones de goma flexibles, para la ulterior conexién de los animales al sistema
de estimulacion y registro. Los bordes de la herida fueron tratados con crema antibiética

(nitrofurazona).

Electrodos
Los electrodos utilizados fueron construidos con alambre de acero inoxidable de 0.125 mm de
diametro aislado con resina epéxica y con una impedancia aproximada de 50 k Ohm.

Céanulas

En los Experimentos |, Il y Ill se implanté ademé&s una canula guia. En el caso del primer
experimento la canula se coloco en la amigdala basolateral (AP= -2.4mm, ML= 5.0mm y DV=
6.5 mm) para estudiar su participacion en el reforzamiento motivacional. A través de la canula
se inyecto lidocaina (anestésico local) para inactivar esta estructura (Fig. 7). Se inyectd una

solucion de 1 L de solucion de lidocaina al 2%.
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En los otros dos experimentos la canula se dirigié al ventriculo lateral derecho (AP= 0.3 mm,
ML= 1.3 y DV= 2.4 mm) para estudiar, en el primero de ellos, el efecto de la sintesis de
proteinas sobre el reforzamiento motivacional; y en el segundo el efecto de un agonista beta-
adrenérgico y uno muscarinico sobre la E-LTP. En el estudio de la participacion de la sintesis
de nuevas proteinas, se inyectd anisomicina que es un inhibidor de tal proceso (Fig. 7). Las
dosis de norepinefrina utilizadas fueron 1.5, 5y 50 nm/L y de oxotremorina, 5, 25y 50 nm/L,
todas en un volumen de 1nlL y la de anisomicina de 240 ng en un volumen de 5 L.

La inyeccion de lidocaina, norepinefrina, oxotremorina, anisomicina, vehiculo o solucion salina
fisioldgica en los grupos correspondientes se realizé por medio de una canula de inyeccion
conectada a una jeringuilla (Hamilton Co. USA) con precisién de hasta 0.05 ni. La longitud total
de la aguja fue tal que, una vez introducida en la canula guia, su extremo sobresalia 2 mm mas
alla de esta, alcanzando una profundidad total que permitia acceder al blanco.

Las inyecciones se realizaron lentamente, a razén de 1 microlitro por minuto. La canula de
inyeccion se mantuvo en su sitio durante 5 minutos adicionales después de terminada la
inyeccion para evitar el flujo retrégrado de la sustancia.

En el Experimento VI se colocé una canula de microdidlisis (CMA/12, Suecia) en el giro
dentado (Fig. 7). A través de la canula se hizo pasar liquido cefalorraquideo artificial mediante
una bomba de microinyeccion (CMA/100, Suecia). Las canulas tienen una membrana que es
permeable a las moléculas relativamente pequefias como los neurotransmisores. Los
neurotransmisores y otras moléculas difunden hacia el liquido que circula por la céanula, al
moverse a favor del gradiente de concentraciones. Luego se recoge el liquido perfundido por el
otro extremo de la canula. Los dializados fueron analizados mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC).

El liquido cefalorraquideo artificial con concentraciones normales de potasio contenia NaCl 125
mmol/L , KCI 2.5mmol/L , NaH,PO, 0.5 mmol/L, Na,HPO, 5 mmol/L, MgCl,-6H,O 1 mmol/L,
acido ascorbico 0.2 mmol/L, y CaCl,- 2H,0 1.2 mmol/L. El liquido cefalorraquideo artificial con
altas concentraciones de potasio se diferenciaba en que tenia NaCl 43.4 mmol/L y KCI 100

mmol/L.

Mediciones de los neurotransmisores en los dializados

Aminoécidos

La concentracién de aminoacidos en los dializados se determiné mediante cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) con deteccién de conjugados fluorescentes con OPA (o-ftaldialdeido).
La muestra derivatizada se inyecté en una columna SphereClone ODS(2) de 15.0 cm x 3.2 mm
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y particulas de 3 mm, mantenida a 38 °C. La separaciéon se logr6 mediante un gradiente de
eluentes producido por una bomba binaria (Beckman 126, Fullerton, CA, USA) a una velocidad
de flujo de 0.525 mL/min. El eluente A fue acetato de sodio 39.8 mmol/L con metanol 10 % pH
5.7 y el eluente B fue metanol con 20 % del eluente A a pH 6.7.

Catecolaminas

Las monoaminas y sus catabolitos fueron medidos mediante HPLC con deteccion
electroquimica. El detector (Waters, Milford, USA) se fij6 a +0.65 V para la oxidacién de las
catecolaminas. La fase movil consistio en NaCl 10 mmol/L, acetato de sodio 80 mmol/L, &cido
octanosulfénico 0.8 mmol/L, EDTA 0.3 mmol/L y metanol 5% a pH 4.5. Una bomba isocratica
(Gynkotek M480, Macclesfield, Reino Unido) impulsé la fase movil a una velocidad de 0.210
mL/min a través de una columna de fase inversa SphereClone ODS(2) de 15.0 cm x 2.0 mm de

tamafio, empaquetada con particulas de 3 nm y mantenida a 43 °C.

Acetilcolina

Las concentraciones de acetilcolina fueron determinadas mediante HPLC con reaccion
postcolumna y deteccion electroquimica. La fase mévil consistié en NaH,PO,85 mmol/L, NaCl
6.6 mmol/L and Kathon 0.5%(antibacteriano) pH 8.5. El fluido fue impulsado a 0.120 mL/min.
por una bomba isocratica (CMA/250, Solna, Suecia) a través de una columna de microboro
UniJet de 530 x 1 mm acoplada a un kit de electrodo con dos enzimas inmovilizadas:
acetilcolinesterasa y colina oxidasa, que producen peréxido de hidrégeno. La sefal derivada de
la reduccion del perdxido de hidrégeno por la peroxidasa fue recibida por un detector
electroquimico (LC-4C, BAS, West Lafayette, USA) fijado a un potencial de reduccion de 0V.

Todos los reactivos empleados fueron de calidad analitica (Sigma, Dorset, UK).

Variables estudiadas
Las concentraciones de los neurotransmisores se calcularon empleando estandares externos

de concentracién conocida. Los datos fueron expresados en nmol/L o pg/mL.

Estudio electrofisioldgico

Cada estudio cont6 con una curva estimulo/respuesta, registros basales, EAFR y registros de
prueba.

Potenciales evocados

El hipocampo tiene una alta densidad de neuronas que se ubican paralelamente en una sola
capa, por lo que los potenciales que se generan en ellas pueden sumarse en el registro. Esta
caracteristica posibilita que con relativa facilidad puedan estudiarse los potenciales de campo
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generados en esta zona del cerebro. Una consecuencia del arreglo espacial particular del
hipocampo es que se tiene seguridad de cuéles eventos celulares eléctricos producen los
componentes del potencial evocado de campo. En el giro dentado al estimular la via perforante,
el potencial evocado muestra dos componentes. Una primera defleccion negativa corresponde
al potencial postsinaptico excitatorio poblacional de las neuronas granulares del giro dentado
(Fig. 8), el cual es interrumpido abruptamente por un segundo componente positivo en forma
de espiga. La espiga es producida por la descarga poblacional de potenciales de accién. La
duracion del potencial postsinaptico excitatorio poblacional es superior al de la generacion de
potenciales de accién, por lo que tal fenbmeno se continGa después de haber cesado la
descarga de potenciales de accion. Los estudios clasicos que establecieron el modelo,
mostraron que la espiga poblacional es producida por la descarga de potenciales de accion en
la poblacién de neuronas estudiados (potencial de accién multiunitarios) (Andersen et al.,
1969;Andersen et al., 1971;Lomo, 1971a). En general las variables estudiadas en los trabajos
de plasticidad sinaptica son, la pendiente del potencial postsinaptico excitatorio y la amplitud de
la espiga poblacional (PSA).

5mv

10 ms S

A

Fig. 8 Potencia evocado en giro dentado a estimular la via perforante. Es un potencia bifésico, cuyo
primer componente es producido por la generacidn de potenciales postindpticos excitatorios sumados (S,
se mide su pendiente). El segundo componente es producido por la descarga poblaciona de potenciales
de accion (P, se mide su amplitud). A. artefacto de estimulo.

Curva estimulo/respuesta

Al inicio de todos los estudios electrofisiolégicos, se estudié la respuesta de la poblacién
sinaptica al alcance de los electrodos. Se aplicaron pulsos cuadrados aislados de corriente con
una duracion de 0.1 ms, con intensidades crecientes. Cada registro fue el promedio de las
respuestas a cinco estimulos a una frecuencia de 0.1 Hz. La intensidad inicial del estimulo fue
en todos los casos de 100 nA, a partir de la cual se incrementé a 200, 400, 600, 800 mA. A
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partir de los resultados, se determiné, para cada animal, la intensidad capaz de producir una
respuesta del 40 % de la amplitud maxima de la espiga poblacional. Esta fue la intensidad
empleada en el resto del estudio.

Registros basales

Cada registro basal es el promedio de cinco respuestas consecutivas, las cuales se inducen con
pulsos aislados cuadrados de corriente de una duracién de 0.1ms. La frecuencia de estimulos
es de 0.1 Hz. La intensidad se determind por la curva estimulo/respuesta. Se realizaron hasta
12 registros con intervalo de cinco minutos en cada animal. En el caso del experimento del
efecto de la anisomicina sobre el reforzamiento motivacional se hicieron 12 registros antes 'y 12
después de inyectar la sustancia, para conocer el posible efecto de la anisomicina sobre la
transmision basal. La amplitud de la espiga poblacional P de los registros basales fue
promediada y todos los valores fueron expresaron como valores porcentuales respecto a este
valor promedio (%PSA).

Estimulos de alta frecuencia de repeticion (EAFR)

Cinco minutos después del dltimo registro basal, se aplic6 un EAFR, para inducir una
potenciacion duradera (Fig. 9). La E-LTP se indujo aplicando 3 trenes de 15 pulsos a 200 Hz,
con un intervalo entre trenes de 10 seg. La intensidad es la misma de los registros basales,
determinada por la curva estimulo/respuesta. La duracién de los pulsos aislados cuadrados de

10mV
10 ms I

.,

Fig. 9 Potenciales evocados en €l giro dentado antes (linea continua) y 5 minutos después (linea discontinua) del
EAFR de la via perforante. N6tese como se modifica € potencial después del EAFR, en especial la amplitud de
laespiga poblacional.
corriente fue de 0.1ms. Los estimulos aplicados en la porcion basolateral de la amigdala fueron
similares. Este estimulo eléctrico inductor puede ser considerado relativamente débil y es capaz
de inducir una E-LTP (< 4 h)(Frey et al., 2001), lo cual permite estudiar el efecto reforzador de

diferentes manipulaciones.
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Registros de prueba

Tienen las caracteristicas de los registros basales. El primer registro se realizé siempre después
de transcurridos cinco minutos después de la induccién de la E-LTP. A partir de los 30 minutos
de la induccion del fenédmeno plastico, se hicieron registros cada 15 minutos hasta las 6 horas
de inducida la LTP.

En una serie de animales no se indujo la E-LTP, sino que solamente se aplicaron estimulos
simples para estudiar la transmision sindptica en condiciones basales durante 6 horas. Este es

un grupo control de la transmision sinaptica basal.

Variables estudiadas

En todos los estudios electrofisiolégicos la variable medida fue la amplitud de la espiga
poblacional, la cual se expresé en porcentaje respecto a los valores basales (%PSA). El
objetivo de esta transformacién es destacar el cambio operado en la variable de estudio luego
de las manipulaciones experimentales a que fueron sometidos los animales. El cambio
porcentual con relacién a los valores basales se consider6 como un indicador de las
modificaciones operadas en la eficacia de la transmision sinaptica de esa poblacion como
resultado de las manipulaciones a que son sometidas.

Todos los estudios electrofisioldgicos cronicos se iniciaron una semana después de la cirugia.
Transcurrida la semana, los animales fueron llevados al set de registro, donde se mantuvieron
aproximadamente 6 horas con el propésito de que se habituaran. Con este procedimiento se
evita que el estado de alerta o el estrés produjeran cambios fisiolégicos que pudieran afectar la
transmision sinaptica. Al dia siguiente se realiz6 el estudio electrofisioldgico, para lo cual los
animales fueron conectados al sistema de registro mediante un cable conectado a un
conmutador giratorio, que permitio su libre movimiento dentro del set. Las sefales bioeléctricas
obtenidas en el giro dentado fueron amplificadas y filtradas (1Hz-3000Hz) utilizando las gavetas
amplificadoras (AB-621G) de un poligrafo Nihon Kohden (Jap6n), digitalizadas (frecuencia de
muestreo de 10 000 Hz) por medio de un convertidor analégico-digital CED 1401plus
(Cambridge Scientific Instruments, Gran Bretafia) y transferidas a una computadora personal
donde fueron visualizadas, promediadas y medidas con ayuda del programa IntraCell for
Windows (no registrado comercialmente; Instituto Leibniz de Neurobiologia, Alemania). La
estimulacion de la via perforante fue controlada con el mismo programa a través de un

estimulador de pulsos con sistema de aislamiento (AM-Systems mod. 2100, USA).
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Vale la pena resaltar que los estudios electrofisiol6gicos se hicieron en animales despiertos, con
libre movimiento, de modo que se elimina el efecto de los anestésicos y se trabaja en
condiciones fisiolégicas.

Analisis estadistico

Se comprob6 que los datos seguian una distribucion normal mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianza mediante la prueba de Bartlett. Los datos
electrofisiolégicos (%PSA) fueron procesados mediante un andlisis de varianza de clasificacion
doble con mediciones repetidas. Los factores tenidos en cuenta fueron: grupo y tiempo. El factor
tiempo comprendié un nivel de 6 mediciones correspondiente a cada registro después de
inducida la E-LTP. Las diferencias entre grupos y la interaccion grupo/tiempo se esclarecieron
con la prueba post hoc de rangos multiples de Duncan. La duracién de la LTP en cada grupo, o
la estabilidad de los registros en condiciones basales se conocié con el auxilio de la prueba de
comparaciones de muestras pareadas t de Student, comparando el promedio de los valores
iniciales con los valores después del EAFR o sus similares cuando no se aplicé. En cuanto al
estudio de las mediciones de transmisores se utilizé la prueba de comparacién de medias t de
Student para comparar el efecto de las diferentes manipulaciones respecto al registro basal. En
este estudio, los datos por estimulacién de la amigdala basolateral relacionados con la
acetilcolina no cumplen con la homogenidad de varianza, por lo cual se aplic6 la prueba U de
Mann-Whitney. En todos los casos se consideraron diferencias estadisticamente significativas
entre las muestras comparadas —esto es, que provenian de diferentes poblaciones— cuando el
valor de P fue menor de 0.05 (P< 0.05).

En los graficos se muestran las medias = el error estandar de la media.

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el progarama STATISTICA versién 4.5 para
Windows (1993).

A continuacion se dan mas detalles de cada experimento.

Experimento |

Participacion de la amigdala basolateral en el reforzamiento motivacional de una LTP temprana
Cirugia

Ademas de los animales con canula en la BLA empleados en este estudio, en un grupo de
animales (N= 9) no se implant6é canula alguna en la amigdala, sino que esta fue lesionada
mediante el paso de corriente catédica de 2.5 mA durante 10 segundos. La corriente para
provocar la lesién electrolitica se pasoé a través de un electrodo monopolar que fue retirado
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luego de completar la lesion. Esta lesion fue realizada durante el mismo acto quirdrgico en que
se implantaron los electrodos.

Grupos experimentales

A un grupo de animales (N= 13) se le realiz6 un estudio de la potenciacion sindptica duradera
en condiciones basales, es decir, sin otra manipulaciéon que la estimulacion EAFR de la via
perforante para inducir una E-LTP (LTP control). Otros animales sanos (N=11) y con lesién de
de la amigdala basolateral (N= 8) fueron privados de agua durante las 24 horas previas a la
induccién de la LTP por estimulacién de la via perforante. Quince minutos después, se les
permiti6 acceso al agua y se mantuvo ad libitum durante el resto de la prueba. Todos los
animales bebieron abundantemente en los primeros minutos, como se comprobd por
observacion directa. A algunas de las ratas (N= 8) se les inyectd 1nl de lidocaina al 2 % [Imefa
(La Habana, Cuba)] en la amigdala basolateral 10 minutos después del EAFR y cinco antes de
beber agua, con el fin de inactivar temporalmente esta estructura (Fig. 10).

La inactivacion permanente se produjo mediante lesion electrolitica de esa estructura realizada
15 dias antes del estudio electrofisioldgico.

EAFR de la via perforante

@ Fegistros de Prushas
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_ y Beben H,0O después de 24
inyeccion de horas de abstinencia
lidocaina

Fig. 10 Secuenciatemporal del experimento. Seinyecta lidocaina diez minutos después del EAFR delavia
perforantey beben aguaalos quince minutos. E-R, estimulo-/respuesta.

Se crearon grupos controles adicionales para determinar si la inyeccion de lidocaina tenia algun
efecto sobre los potenciales evocados en giro dentado (N= 5), o si esta (N= 8) o la lesion
permanente de la amigdala (N= 9) modificaban la amplitud o el curso temporal de la LTP en

ausencia de reforzamiento motivacional.
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Estudio histolégico

Al concluir los estudios electrofisiolégicos, las ratas anestesiadas con 420 mg/kg de hidrato de
cloral, fueron perfundidas por via intracardiaca, utilizando como fijador una solucion de
paraformaldehido 4%, glutaraldehido 0.1% y acido picrico 15% en tampoén fosfato (PB) 0.1
mol/L, pH = 7.4 (500 ml por animal). Los cerebros fueron extraidos y luego de una hora de post-
fijacion en la misma solucion fijadora fueron lavados con PB. Posteriormente, las muestras
fueron incubadas en soluciones de sacarosa y congeladas en nitrégeno liquido. Se hicieron
cortes histologicos transversales de 20 nm en un criostato, para muestrear la regién del
hipocampo y de la amigdala basolateral con el propésito de confirmar la correcta colocacion de
los electrodos, de la canula guia y la lesion de la amigdala, respectivamente. Todos los
reactivos utilizados fueron de calidad analitica. El nitrito de sodio y la sacarosa procedieron de
la firma Sigma (St. Louis, USA), el xilol; el cloruro de sodio, el formaldehido, el glutaraldehido, el
acido picrico, el hidrogeno fosfato de sodio y el de carbono de la compafia BDH (Poole, UK). La
violeta de cresilo se le compr6 a la Compafiia Merck (Darmstadt, Germany) y el DPX a la Dako
(California, USA). La heparina sddica fue suministrada por la firma Liorad (La Habana, Cuba).

Experimento Il

Sintesis de proteinas y reforzamiento motivacional.

Este estudio responde a la pregunta si el reforzamiento motivacional mas alla de las cuatro
horas depende de la sintesis de proteinas. Si esto es cierto la aplicacién de un inhibidor de la

sintesis de proteinas debe abolir el reforzamiento motivacional.

Grupos experimentales

Se formaron cuatro grupos de animales. A un grupo solo se le indujo la LTP y se sigui6 su curso
temporal por seis horas (Fig. 11). A otros, quince minutos después del EAFR de la via
perforante, se les permitid beber agua después de veinticuatro horas de abstinencia y se
registro por seis horas (N= 11). A los que recibieron anisomicina (N= 12) (Sigma, St. Louis,
USA). o solucion salina (NaCl 0.9%), como control de la inyeccion (N= 11), esta se les
administré6 60 minutos antes del EAFR de la via perforante. De modo que cuando se les
permitié beber agua quince minutos después, la sintesis de proteinas estaba bloqueada. En
estos grupos, los registros basales fueron diferentes en cuanto al nimero. Se hicieron 12
registros basales como en el resto de los grupos y 5 min después del ltimo registro se inyecto
la anisomicina. A continuacion se realizaron 12 registros mas, con el fin de observar su efecto

posible sobre la transmision sinaptica basal.
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Itgreccidn de la anisomicina o solucidn salina

@ Registros de Pruebas

Curva
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Registros Basales /j Beben H,O después de 24 de abstinencia

EAFR delaviaperforante

Fig. 11 Secuenciatemporal del estudio electrofisioldgico. E-R, estimul o/respuesta.

Experimento Il
Efecto de la norepinefrina y de oxotremorina sobre la E-LTP

Electrofisiologia

El procedimiento fue similar al empleado en el Experimento Il. Diez minutos después de
inducida la LTP, se inyect6 norepinefrina (NE) (Sigma, St. Louis, USA), un agonista
adrenérgico, oxotremorina (Oxo0) (Sigma, Saint Louis, USA), un agonista muscarinico o los

medios en que fueron disueltos (Fig. 12).

EAFR delaviaperforante

@ Registros de Prushas

inyeccion de NE, Oxoo €
medio de disolucion

Fig. 12 Secuencia temporal del experimento. Se inyect6 la sustancia diez minutos después del
EAFR de la via perforante. E-R, estimulo/respuesta.

Grupos Experimentales

A un grupo de animales se les indujo la LTP sin ninguna otra manipulacion (LTP control). A

otros animales se les inyect6 por via intracerebroventricular acido ascérbico disuelto en solucién
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salina, que fue el vehiculo en el que se disolvi6 la norepinefrina, a los 10 minutos después del
EAFR (LTP+Veh, N=8). A un grupo analogo se le inyecto solucion salina (LTP+NaCl, N= 8) que
fue el medio empleado para disolver la oxotremorina. Se inyectd oxotremorina o norepinefrina a
otros animales a diferentes dosis (LTP+Oxo 5 nmol/L, N= 8; LTP+Oxo 25 nmol/L, N= 8;
LTP+Oxo 50 nmol/L, N=9 y LTP+NE 1.5 nmol/L, N=6; LTP+NE 5 nmol/L, N= 7; LTP+NE 50
nmol/L, N= 7). Antes de realizar estos estudios, investigamos si alguna de las sustancias
modificaban la linea base con los grupos: basales+Veh, N= 6; basales+NaCl, N= 10;
basales+Oxo, N= 8; basales+NE, N= 9 y basales, N= 10. La inyeccidn se realiz6 en estos
grupos en un periodo de tiempo similar al utilizado en los grupos de LTP.

Antes de iniciar este experimento probamos ambas sustancias, teniendo como referencia
efectos fisiolégicos bien conocidos. La aplicacion intraperitoneal de la norepinefrina provoco
aumentos de la frecuencia cardiaca. La oxotremorina indujo actividad theta en el
electroencefalograma hipocampal.

Las dosis para la aplicacion intraventricular fueron calculadas a partir de reportes (Ott et al.,
1983) de efectos por administracién periférica siguiendo la regla empirica de Dosis
intraventricular= dosis periférica/1000.

Estudio histolégico

Al finalizar el experimento se realiz6 un estudio histolégico con el fin de comprobar la ubicacién
de la canulas en el ventriculo derecho. Se siguié un procedimiento similar al descrito en el

Experimento I.

Experimento IV

Efecto del envejecimiento sobre el reforzamiento de la LTP temprana por estimulacion de la
amigdala basolateral

Como el envejecimiento deteriora a la memoria y a la plasticidad sinaptica, los animales viejos

fueron entrenados en una prueba de aprendizaje espacial para conocer su estado cognitivo.

Estudio Conductual

Los animales jovenes (N= 10) y viejos (N= 18) fueron entrenados en el laberinto acuatico de
Morris durante cinco dias.

Esta prueba se realiz6 en una piscina circular de un metro y medio de diametro y cuarenta
centimetros de profundidad, llena de agua a temperatura de 22° C (Fig. 13). La piscina se
dividio imaginariamente en cuatro cuadrantes, en uno de los cuales se coloc6 una plataforma
translicida sumergida a dos centimetros por debajo de la superficie del agua, invisible por tanto

desde la superficie. Se realizaron cinco sesiones de entrenamiento en dias sucesivos. En cada
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sesion se hicieron 8 pruebas con cada animal. En cada una de las pruebas, el animal fue
introducido en el agua mirando a la pared del tanque desde una de 4 posiciones marcadas
segun los puntos cardinales (N, S, E, O). El orden de entrada al agua se vari6 aleatoriamente
para cada prueba y cada dia. En cada prueba se midi6 la latencia de escape del animal, es
decir el tiempo que tarda la rata en encontrar la plataforma sumergida, para lo cual tiene hasta
un maximo de 60 seg. Si transcurrido este tiempo la rata no encuentra la plataforma se le
conduce hasta la misma. Se permitié que el animal permaneciera sobre la plataforma 30 seg.

¥
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Fig. 13 Se representa la piscina dividida imaginariamente en cuatro cuadrantes marcados con N,

norte; S, sur, O, oeste y E, este. Se aprecian también las pistas extralaberinticas y un animal
sobre la plataforma sumergida.

entre cada intento (Fig. 13).

Durante este periodo, los animales exploran la habitacién y establecen relaciones espaciales
entre el lugar donde estan ubicados y diferentes objetos que sirven de referencias. De este
modo las ratas controles paulatinamente logran encontrar la plataforma sumergida.

El entrenamiento del quinto dia fue diferente. Los animales realizaron los cuatro primeros
intentos como los dias anteriores; pero al quinto se retir6 la plataforma y se conté el nUmero de
veces que cruzaron por el lugar donde antes estuvo la plataforma. Este ensayo se denomina
cruces analogos y es la prueba definitiva de la adquisicién, es decir nos dice si los animales
aprendieron o no y cuanto aprendieron. En este Ultimo ensayo los animales contaron también
con 60 s.

Las variables que se midieron fueron: latencia de escape y el nimero de cruces en la Ultima

prueba.
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Procesamiento estadistico

Los datos de las latencias de escape de cada dia se dividieron en dos bloques, y se calcularon
las latencias de escape promedio de los primeros cuatro intentos (ej. bloque 1.1) y los ultimos
cuatro (ej. bloque 1.2). El primer nimero expresa el dia y el segundo el bloque.

Atendiendo a los resultados en esta prueba, las ratas viejas fueron divididas en dos grandes
grupos. Para esto se calculé la latencia media total y la desviacién estandar (SD) en el grupo de
ratas jovenes. Los animales viejos que tuvieron una latencia media durante toda la prueba
superior a la media mas dos SD de las ratas jovenes se consideraron ratas con déficit cognitivo
(Viej con Def, N=13); las restantes se consideraron sin déficit cognitivo (Viej sin Def, N=5). Con
el fin de tener una idea mas clara y confirmatoria de cuan diferentes eran los grupos se realiz6
un analisis de varianza de clasificacion doble (dos vias) con mediciones repetidas. Se
consideraron el factor grupo (animales jévenes, Viej sin Def y Viej con Def) y el factor intentos (8
intentos).

Disefio Experimental

Cada grupo obtenido a partir de los resultados en el laberinto acuatico se subdividié en dos
grupos para el estudio electrofisioldgico. De modo que se formaron seis grupos experimentales.
A una parte de los animales se le estimulé la amigdala basolateral 15 min después del EAFR de
la via perforante y a otros, sélo se les indujo la LTP.

Estudio Electrofisiol6gico

Luego de la construccién de la curva estimulo-respuesta, se tomaron 6 registros basales y 5
min después se indujo la LTP. A partir de este momento se realizaron registros de prueba a los
5 min y a continuacion cada 15 min, a partir del momento del EAFR, durante 6 horas (Fig. 14).

EAFR delaviaperforante

@ Registros de Pruebas

EAFRdelaBLA o
Acceso d agua
Fig. 14 Secuencia temporal del estudio electrofisioldgico. E-R, estimulo/respuesta.
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Grupos Experimentales

Se formaron dos grupo de animales viejos con déficit (Viej Def, N= 9) y sin cognitivo (Viej No
Def, N=4) para estudiar la E-LTP o LTP control, y dos grupos mas (Viej No Def+BLA, N= 4; Vigj
Def+BLA, N= 6) para estudiar el efecto del envejecimiento sobre el reforzamiento de la E-LTP
en el giro dentado por estimulacién eléctrica de la amigdala basolateral.

Experimento V
Efecto del envejecimiento sobre el reforzamiento motivacional de la LTP temprana en el
hipocampo

Grupos experimentales

Se formaron cuatro grupos de animales. Un grupo de ratas jovenes (LTP control, N= 13) y ratas
viejas controles (Viej Def LTP, N= 9), a los que s6lo se le realizaron registros de prueba
después de inducida la LTP, y grupos de animales jovenes (LTP+Ref. N= 11) y viejos con
reforzamiento motivacional (Viej Def Ref, N= 6), a los cuales 15 min después de la induccion de
la LTP se les dio de beber, luego de haber sido privados de agua las Gltimas 24 horas.

Estudio Electrofisioldgico

Este experimento tuvo una secuencia temporal similar al Experimento II.

La diferencia estd en que en vez de estimular eléctricamente la amigdala basolateral a los
quince minutos después del EAFR, se les suministré agua a los grupos de ratas jovenes y
viejas, y se verificd que efectivamente bebieran. Los animales no bebian desde hacia 24 h (Fig.
14).

Experimento VI
Efecto de la estimulacion eléctrica de la amigdala basolateral o del reforzamiento motivacional
sobre la liberacion de neurotransmisores en el giro dentado del hipocampo.

Estudio Conductual. Laberinto acuatico de Morris.

Esta prueba se realizo con el fin de clasificar a los animales viejos, en animales con déficit
cognitivo y sin déficit cognitivo. El entrenamiento fue similar al descrito en el Experimento V.
Todos los animales viejos utilizados para este estudio tenian déficit cognitivo.

Cirugia

Después de entrenadas en el laberinto acuatico de Morris se procedi6 a realizar la implantacion
de los electrodos mediante cirugia estereotaxica como se describe en los Procedimientos
Generales.
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Bajo narcosis, se implantd un electrodo de estimulacién en la via perforante y uno en la
amigdala basolateral, en las coordenadas mencionadas con anterioridad. En el giro dentado se
colocé una canula de microdidlisis (CMA Microdialisis, Suecia).

Después de la operacidn los animales se colocaron en el set de trabajo, donde permanecieron
hasta el otro dia. Al dia siguiente, las canulas implantadas a los animales se conectaron al
sistema de bombeo y recogida. El liquido cefaloraquideo artificial se infundié a razéon de 2
nL/min y se recolectaron muestras de 90 nlL. Después de un periodo de estabilizacién de una
hora, se realizaron tres recogidas de muestras basales. Posteriormente, se estimul6 la via
perforante y se recolectaron dos muestras mas. A continuacion, se estimulé la amigdala
basolateral (BLA) y se recolectaron otras dos muestras (Fig. 15). En ambos casos, se aplicaron
estimulos eléctricos simples a una frecuencia de 0.1 Hz con una duracion cada pulso de 0.1 ms

y una intensidad de 400 mA, durante 45 minutos.

ost BLA ost BLA
Dia 1 pp post pp p

%

Basal 3
Dia2

w

Estabilizacion Basal1 Basal 2 Ref Motiv. Post Ref. KCI Post KCI

Fig. 15 Representa la secuencia de manipulaciones realizadas en los dos dias y |as respectivas recolecciones de
muestras. Se tomaron muestras en cada manipulacion. pp: EAFR de la via perforante; post. pp: muestra
tomada después de la estimulacion pp; BLA: estimulacién de la amigdaa basolateral; post BLA, muestra
tomada después de la estimulacion BLA; Ref Motiv.: muestra tomada después del acceso d agua; KCL:
muestratomada bajo perfusion potasio en ata concentracion; post. KCl, muestra tomada después de lade KCl.

En el segundo dia se tomaron dos muestras de los mismos animales en condiciones basales,
después de una hora de estabilizacion. A continuacién se les permitié beber agua después de
una abstinencia de 24 h y se recogié una muestra (Ref. Motiv). Posteriormente, se tomé otra
muestra. Finalmente se perfundié liquido cefalorraquideo artificial con una concentracion
elevada de cloruro de potasio y se recogieron dos muestras una en condiciones de alto potasio
(KCI) y otra en condiciones basales (Post KCI). El tiempo de recogida de cada una de las
muestras del experimento fue de 45 minutos.

Se utilizaron entre 11 y 12 animales jovenes, y 7 animales viejos.
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RESULTADOS

Experimento |. Participacion de la amigdala basolateral en el reforzamiento motivacional de la
E-LTP

La transmisién sinaptica fue estable en condiciones basales

La amplitud de la espiga poblacional expresada en valores porcentuales, respecto a los valores
basales —los doce primeros registros (% PSA), fue estable y no se modificé durante este
periodo. Esto significa que la transmision sinaptica basal no tuvo modificaciones circadianas
(Fig. 16). La comparacion mediante la prueba t de Student para muestras pareadas mostré
(Tabla I) que no hay diferencias significativas entre el promedio de los registros basales y cada

uno de los registros realizados a lo largo de las seis horas (P> 0.05).

El EAFR indujo una E-LTP que se mantuvo hasta las cuatro horas

Nuestros objetivos estaban encaminados a estudiar la modulacion de las fases tempranas de la
LTP, por lo que debiamos obtener un incremento en la eficacia que tuviera una duracion
inferior a las 4 horas. El EAFR escogido por nosotros (3 trenes de 15 pulsos a 200 Hz) satisfizo
esta condicion (Fig. 16). El EAFR, cuyo inicio esta marcado en el gréfico con una saeta,

—&— LTP control, N=13
300+ —1— Reg. basales, N=10

Tiempo (h)

Fig. 16 Cambios en la transmision sindptica, después de aplicar un EAFR débil capaz de inducir una E-LTF
(LTP control) y en condiciones basales (Reg. basaes). Los vaores de la amplitud de la espiga poblaciona
estén expresados en porcentgje respecto a los valores basales antes del EAFR (% PSA). La saeta indica €
momento del EAFR, tiempo 0. La linea superior indica la duracién de la E-LTP (t, de Student). Se muestra
ademas d valor del estadigrafo F para la interaccion grupo/tiempo (ANOVA de dos factores y mediciones
repetidas) y las letras corresponden alos resultados de la prueba de Duncan.
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incrementa el valor de la amplitud de la espiga poblacional. Los valores entre el grupo
estimulado con el EAFR y el que solo recibié estimulos simples difieren significativamente
[ANOVA de dos vias: grupo (P< 0.05; *F= 18.14) tiempo (P< 0.05; *F= 10.67) como factores)
con mediciones repetidas]. La interaccién de los dos factores también mostré diferencias
estadisticamente significativas (P< 0.05, *F=9.16) La prueba de rangos multlipes de Duncan
muestra que el EAFR modifica sustancialmente la transmision sinaptica y que esta lentamente
regresa a los valores basales. También confirma que cuando no se aplica el EAFR la
transmisién sinaptica se mantiene estable todo el tiempo.

Para conocer la duracién de la E-LTP aplicamos la prueba t de Student para muestras
pareadas, que comparo la media de los registros antes del EAFR con los realizados después.
La prueba mostré que la LTP control se extendio por un periodo de 4 horas, lo cual indica que
se trata de una E-LTP (Tabla. I).

Tabla. | Resultados de la prueba t de Student al comparar los valores de PSA en condiciones basales y
después del EAFR (LTP control). Se muestran los valores del estadigrafo t. Los nimeros en negritas
indican diferencia estadisticamente significativa (*P< 0.05).

Grupos 5min 1lh 2h 3h 4 h 5h 6 h

Basales 1.32 .386 1.25 .865 |-.086 |.975 |1.25

LTP control |-3.90 |-3.68 |-2.62 |-2.69 |-2.54 |-2.13 |-1.33

El estudio para conocer la posible participacion de la amigdala basolateral en el reforzamiento
motivacional de la E-LTP, siguié dos alternativas, la desconexion temporal mediante un

anestésico local (lidocaina) y la desconexion permanente a través de una lesion.

La lidocaina no afecté la transmision sinaptica basal

La lidocaina inyectada en la amigdala basolateral no modifica por si sola la transmision
sinaptica basal de la poblacién de neuronas del giro dentado estudiada (Fig. 17) (t de Student).
Puede observarse que la transmision sindptica en condiciones basales se mantuvo estable
hasta las 6 h de registros, con valores de PSA similares a los obtenidos antes de inyectar la
lidocaina en la amigdala basolateral. Es, decir no se produjeron ni aumentos ni disminuciones
en la magnitud de la transmision. Por lo que se puede concluir que la desactivacion temporal de
la amigdala no modifica ni a corto ni a largo plazo —en el periodo estudiado— la transmision
sindptica basal en el giro dentado del hipocampo.
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—=— Basales lido, N=5
< 200-
%)
a
X
D a,
Y
0 TT T T T T T T
-1 1 2 3 4 5 6

Tiempo (h)

Fig. 17 Efecto de la lidocaina sobre la transmision sindptica en condiciones basales (t de Student, P> 0.05).

Los vaores de la amplitud de la espiga poblacional estén expresados en porcentgje respecto a los valores

basales antes de la administracion de lidocaina (% PSA). La saeta indica e momento en que se aplicd la

inyeccién de lidocaina
El estimulo motivacional prolongé la E-LTP mas alla de las 4 horas
El estimulo motivacional empleado por nosotros —beber después de 24 h privados de agua— fue
capaz de reforzar la E-LTP, convirtiéndola en una L-LTP (Fig. 18). La comparacién entre los
grupos de animales que recibieron el estimulo emocional/motivacional y los de la LTP control
confirma que tal maniobra es capaz de desencadenar eventos que extienden el cambio plastico
mas alla de las 4 horas (ANOVA de dos vias con mediciones repetidas, *P< 0.05, F=5.93 para
el factor grupo). El factor tiempo y la interaccion del factor grupo y el factor tiempo, mostraron
diferencias estadisticas (*P< 0.05, F= 15.66 de la interaccion). La prueba de rangos multiples de
Duncan realizada a la interaccién mostré que los grupos son estadisticamente diferentes a partir
de las 2 horas. Ademas, se aprecia que los valores de potenciacion en el grupo reforzado se
mantuvieron estables, al mismo nivel, a partir de las dos horas; y que incluso a las tres horas se
produce un incremento en la potenciacién que es similar a la maxima a los 5 min. En cambio, en

el grupo control la potenciacién se va reduciendo paulatinamente.
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Fig. 2 Cambios en la transmisién sinaptica expresado como porcentaje de la amplitud de la espiga poblacional
respecto a los valores basales antes del EAFR (% PSA) en los grupos de LTP control (LTP basal) y LTP con
reforzamiento motivacional (L TP+Ref). La linea superior con la estrella encima, indica la duracion delaLTP en un
grupo de animales estimulados motivacionamente (P< 0.05, t de Student). Se muestra € estadigrafo *F de la
comparacion grupos'tiempo y las letras corresponden a los resultados de la prueba de Duncan para la interaccion
(ANOVA de dos vias con mediciones repetidas, *P< 0.05). La saeta negra indica e momento del EAFR, la blanca
el instante en que se le suministro agua, 15 minutos después del EAFR.

La comparacion de los registros basales con los registros después del EAFR evidencié
diferencias estadisticamente significativas hasta las seis horas (t de Student, P< 0.05) en los

animales con reforzamiento (Tabla. I1).

Tabla. Il Resultados de la prueba t de Student (P< 0.05) al comparar los valores de PSA antes y después
del EAFR en los animales jovenes a los que se les permitid6 beber agua después de 24 horas de
abstinencia (valores de t). Los nimeros en negritas indican diferencia estadisticamente significativa (*P<
0.05).

5 min 1h 2h 3h 4h 5h 6

t -5.69 |-497 |-552 |-515 -5.16 |-4.23 |4.40
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El estudio histol6égico confirmd que tanto las canulas de inyeccién, como el electrodo de lesién
se hallaban dirigidos hacia la amigdala basolateral.

La lesién electrolitica de la amigdala fue efectiva para dafar esta estructura
La aplicacion de la corriente catédica produjo lesion del area amigdalar incluyendo la region
basolateral de la amigdala. En la figura 19 se puede apreciar el area afectada por la lesion.

: Corteza
Hipocampo
T Cuerpo
Talamo Ventriculo calloso
lateral derecho

Lesiéndela
amindala

Fig. 19 Fotografia representativa de un corte coronal (bregma —2.80) del hemisferio derecho del cerebro de una
rata, donde se puede apreciar que la region basolateral de la amigdala fue dafiada por la lesion electrolitica.
Tincion de violetade cresilo (5x).

La inactivacién de la amigdala basolateral no afect6 la E-LTP

Las desconexiones, tanto temporal (inyeccion de lidocaina) como permanente (lesion
electrolitica) de la amigdala basolateral no modificaron sustancialmente la E-LTP. La
comparacién entre grupos demuestra que no hay diferencias estadisticas entre ellos. Los
valores de la amplitud de la espiga poblacional se mantuvieron de modo similar en los tres
grupos, como demostré el ANOVA de dos vias con mediciones repetidas (Fig. 20). No hay
diferencias estadisticas entre los grupos (P>0.05, F= 0.53), ni en la interaccién de los factores
grupo y tiempo; pero si para el factor tiempo (*F= 30.95). Debe notarse que estas diferencias se
deben al curso temporal de la potenciacién sinaptica inducida; iniciamemte es relativamente alta

pero paulatinamente regresa a los valores basales.
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Fig. 20 A, Efecto de la lidocaina (LTP lido), lalesién de la amigdala basolateral sobre la LTP control (Les BLA
LTP) y la LTP control (LTP basal). Los valores de la amplitud de la espiga poblacional estan expresados en
porcentaje respecto a los valores basales antes del EAFR (% PSA). Aparecen € vaor del estadigrafo F de las
comparaciones entre tiempo, mediante un ANOVA de dos vias con mediciones repetidas (P< 0.05) y € resultado
(medias de cada tiempo) de la prueba de Ducan para € factor tiempo (B). La saeta en negro indica e momento del
EAFR, la saeta blanca el tiempo en que seinyecté la lidocaina en la amigdala basolateral, alos 10 minutos después del
EAFR.

La inactivacion temporal de la amigdala abolio el reforzamiento motivacional de la E-LTP

El estimulo con significado emocional/motivacional en animales a los que se les desconecto
temporalmente la amigdala basolateral no produjo el reforzamiento de la E-LTP mientras que en
los animales a los que se les inyecté NaCl 0.9%, la E-LTP se convirtié en una L-LTP (Fig. 21).
El andlisis de varianza de clasificacién doble probé que hay diferencias debidas al factor grupo,
al tiempo y a la interaccion entre ambos (*P< 0.05, F= 3.09 de la interaccién). La prueba post
hoc de rangos multiples de Duncan para la interaccion grupo-tiempo mostré que hay
diferencias estadisticamente significativas en todos los registros entre grupos, excepto a los 5
min después del EAFR y que el nivel de potenciacion se mantuvo estable durante las 6 h.
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Fig. 21 Efecto de lalidocaina sobre € reforzamiento motivacional de la LTP. Los vaores de la amplitud de la espiga
poblaciona estén expresados en porcentaje respecto a los valores basales antes del EAFR (% PSA). Se presentan el
valor del estadigrafo F de las comparaciones entre la interaccion grupo/tiempo, mediante un ANOVA de dos vias con
mediciones repetidas (P< 0.05) y las letras corresponden a los resultados de la prueba de Duncan para la interaccion.
La linea gris con la estrella encima destaca diferencias estadisticamente significativas entre los valores basales y los
posteriores a EAFR (t de Student). La saeta abierta indica e momento en & cua accedieron a agua los animales
privados, |a saeta blanca el de lainyeccion de lidocaina (o NaCl) en la amigdala basolateral, alos 10 min después del
EAFR.

En cambio, la lidocaina inyectada en la amigdala basolateral no solo impidio el reforzamiento de
la E-LTP, sino que afect6 su duracion. La transmision retorné a la linea base rapidamente. La
comparacién de los registros basales con los realizados después del EAFR lo confirma. Una
hora después del EAFR la transmisién regresoé a los niveles basales (t de Student, *P< 0.05), y
luego decay6 rapidamente y a partir de las 4 horas se produce una depresién en la transmision
sinaptica. La depresién se mantiene hasta las 6 horas (Tabla. I11).

Tabla. 1l Resultados de la prueba t de Student (P< 0.05) al comparar los valores PSA antes y después
del EAFR en los grupos con reforzamiento motivacional (valores de t). Los nimeros en negritas indican
diferencia estadisticamente significativas (*P< 0.05).

Grupos 5 min 1lh 2h 3h 4 h 5h 6 h
LTP+NaCl+Ref |-8.19 -5.01 |-5.30 -4.23 -4.28 |-4.90 |-6.59
LTP lido+Ref -4.69 -1.17 |.625 -.165 1.19 2.39 3.48

El hecho de que la inyeccion de NaCl al 0.9 % no haya afectado el reforzamiento motivacional

de la E-LTP, demuestra que el efecto observado en el grupo que recibi6 lidocaina se debe a
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esta sustancia y no a un efecto del vehiculo, mecanico o de otra naturaleza. Este resultado
prueba que la amigdala participa en el reforzamiento motivacional.

La lesién de la amigdala basolateral también aboli6 el reforzamiento motivacional de la E-LTP
Los resultados con la desconexion permanente de la amigdala muestran un patrén similar a los

obtenidos por la desconexion temporal (Fig. 22). La transmision sinaptica, medida como funcién

—— Lesion BLA+REf, N= 6 B
300_A —®—LTP Lido+REF, N=8 Resultat_ios de Ie_llprueba de_z Duncan
para la interaccion grupo tiempo
Tiempo Medias
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Fig. 22 A, Efecto de la lidocaina (LTP Lido+REF) y la lesién previa de la amigdada basolateral sobre el
reforzamiento motivacional de la LTP control (Leién BLA+REf). Los valores de la amplitud de la espiga
poblacional estan expresados en porcentaje respecto a los valores basales antes del EAFR (% PSA). Se presentan €
valor del estadigrafo F ddl factor tiempo, mediante un ANOVA de dos vias con mediciones repetidas (P< 0.05) y
los resultados (medias de cada tiempo) del Duncan para este factor (B). La saeta abierta indica e momento en €
cua accedieron al agua los animales privados, la saeta blanca € de la inyeccion de lidocaina en la amigdala
basolateral, alos 10 minutos después del EAFR.

de la espiga poblacional, es similar en los grupos durante todo el tiempo que se estudi6 el
fendmeno (ANOVA de dos vias con mediciones repetidas, P> 0.05, F= 0.11). El factor tiempo
muestra diferencias (P< 0.05, F= 28.57) pero no hay interaccion entre ambos factores.

temporal de la LTP y no a diferencias entre grupos en el tiempo. No hay interaccién entre los
factores analizados (P> 0.05, F=1.32). Esto significa que tampoco se produjo la prolongacion
de la E-LTP, es decir la lesién de la amigdala basolateral abolié el reforzamiento de la E-LTP
que se produce por efecto de estimulos motivacionales con significacién
emocional/motivacional del mismo modo que la lidocaina. Estos hallazgos, tanto con la
desconexién temporal como la permanente de la amigdala basolateral, demuestran que tal
estructura forma parte del sistema que subyace en el reforzamiento motivacional que se

manifiesta en los animales jévenes sanos.
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Experimento Il. Participacién de la sintesis de nuevas proteinas en el reforzamiento

motivacional de la E-LTP

La sintesis de nuevas proteinas es un requisito para que una LTP se extienda mas alla de las
cuatro horas. Nosotros estudiamos si la inyeccién de anisomicina, un inhibidor de la sintesis de
proteinas, en el ventriculo lateral derecho, afectd el reforzamiento motivacional. El estudio
histolégico confirm6 la posicién correctas de las céanulas en direccién al ventriculo lateral
derecho (Fig. 23).

Fig. 23 Fotografia representativa de un corte coronal (bregma —0.30) del hemisferio derecho del cerebro de
una rata a la que se coloco una canula de inyeccion en e ventriculo lateral derecho. Tincion con violeta de
cresilo (5x).

La anisomicina no afecta la transmision basal

La inyeccion de anisomicina en el ventriculo lateral derecho no modificé sustancialmente la
transmision sinaptica basal (Fig. 24). La comparacién con el grupo al que se inyecté NacCl al
9% probé que ambos grupos son semejantes estadisticamente (ANOVA de dos vias con
mediciones repetida, P> 0.05, F= .125). El factor tiempo (P> 0.05, F= 0.73), ni la interaccion
determinarén variaciones (P> 0.05, F= 0.75). De modo que cualquier alteracion que
observemos en el grupo al que se le suministré6 agua después de 24 horas sin beber y se le
inyectd anisomicina debe ser atribuido a su efecto sobre las sintesis de proteinas y no a efectos

inespecificos de cualquier otra naturaleza.
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Fig. 24 Efecto de lainyeccion de NaCl 0.9 % (Basales NaCl) anisomicina en € ventriculo lateral derecho sobre
latransmision basal en la poblacidn sindptica de giro dentado estudiada (Basales Anisomicina). Los valores de la
amplitud de la espiga poblacional estan expresados en porcentgje respecto a los vaores basades antes de la
inyeccion (% PSA). Aparece € valor del estadigrafo F resultado de la comparacion entre ambos grupos
(ANOVA de dos vias de mediciones repetidas, P> 0.05). La saetaindica en momento de lainyeccidn.

La anisomicina bloque6 el efecto reforzador motivacional de la E-LTP

La anisomicina inyectada en el ventriculo derecho impidié que la E-LTP se convirtiera en una L-
LTP por reforzamiento motivacional (Fig. 25). Los niveles de potenciacién del grupo de animales
a los que se les inocul6 anisomicina fueron similares a los de aquellos a quienes se les puso
NaCl al 0.9 % hasta las 3 horas después del EAFR (ANOVA de dos vias con mediciones
repetidas, P> 0.05, F= 0.20). Esto corresponde al periodo de la LTP temprana. Sin embargo, ya
a las 4 horas y en adelante los grupos tuvieron un comportamiento distinto. Al comparar los
registros a partir de las 3 horas, se aprecian diferencias estadisticamente significativas en el
factor grupo (ANOVA de dos vias con mediciones repetidas, *P< 0.05, F= 6.03), pero no
debidas al factor tiempo (F= 0.77), ni a la interaccion de ambos factores (F= 0.53). Estos

registros corresponden a la LTP tardia.
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—m— NaCl Ref, N= 11
—0O— Anisomicina Ref, N= 9
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Fig. 25 Efecto de la anisomicina sobre el reforzamiento motivacional (Anisomicina Ref). NaCl Ref,
grupo control al que se le inyecté NaCl 0.9 %. Los valores de la amplitud de la espiga poblacional estan
expresados en porcentaje respecto a los valores basales antes del EAFR (% PSA). Se presentan el
valor del estadigrafo F de las comparaciones entre grupo, mediante un ANOVA de dos vias con
mediciones repetidas desde las 4-6 horas (*P< 0.05). La saeta marca el tiempo en que bebieron agua.

En el grupo control, al que se le inyectdé NaCl 0.9 %, el nivel de potenciacion se mantuvo hasta
las 6 horas (Tabla V).
Tabla. IV Resultados de la prueba t de Student (P< 0.05) al comparar los valores de PSA de los

controles tratados solo con Na Cl antes y después del EAFR y el reforzamiento motivacional (valores de
t). Los nimeros en negritas indican diferencia estadisticamente significativas (*P< 0.05).

Grupo 5 min 1lh 2h 3h 4 h 5h 6 h

NaCl+LTP+Ref |[-10.10 |-6.36 |-4.39 -2.81 -3.14 |-2.72 |-4.97

Estos datos responden afirmativamente nuestra prediccion de que el reforzamiento motivacional
induce, de alguna manera, la sintesis de nuevas proteinas, que es una condicién necesaria
para la prolongacion de una E-LTP en una L-LTP, es decir para que la potenciacién sinptica se

extienda mas alla de las cuatro horas.

Experimento lll. Efecto de norepinefrina y oxotremorina (agonista colinérgicos muscarinicos)
sobre la E-LTP

El siguiente paso en nuestra investigacion fue indagar sobre los posibles mecanismos
involucrados en el reforzamiento motivacional de la E-LTP, el cual es dependiente de la sintesis
de nuevas proteinas. Investigamos el efecto de la norepinefrina y la oxotremorina sobre E-LTP.
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La oxotremorina no afectd la transmision sinaptica basal

La dosis de oxotremorina utilizada para observar los posibles efectos de la inyeccion de esta
sustancia sobre la transmision sinaptica basal fue 25 nmol/L (Fig. 26A). También se estudio el
efecto del NaCl al 0.9 %, medio en el que se disolvié la oxotremorina y que se utiliz6 como
control de la inyeccién (Fig. 26A). Ninguno de estos procedimientos maodificd la transmision
sinaptica (ANOVA de dos vias con mediciones repetidas, factor grupo P> 0.05, F= 0.26; factor
tiempo P> 0.05, F= 1.12; interaccién, F= 0.91).

La norepinefrina afecto tardiamente la transmision basal

En cuanto a la norepinefrina, cuya dosis fue de 5 nmol/L para este estudio, el resultado fue
diferente (Fig. 26B). Si bien, el ANOVA no encontré diferencias significativas entre los grupos
control (sin inyectar sustancia) y los tratados con vehiculo (ANOVA de dos vias con mediciones
repetidas, P> 0.05, F= 0.58), en los animales tratados con norepinefrina se observa una
reduccion ligera pero significativa del valor de la PSA lo que indica una depresion sinaptica
tardia. En este caso el factor tiempo evidencid diferencias (*P< 0.05, F= 3.84). Para conocer en
qué tiempos y qué grupos diferian se aplicé la prueba de Duncan, la cual mostré fluctuaciones

A B
300- —0— Basal, N=10 300
—=— Basal NaCl, N=10 —0— Easa:,\ll\lzh 18 3
—.— =
—e— Basal OXO, N=8 stszl NTE N X
2007 *F= 3.84
a bcd
a cd
100 bed b d
abc
f *
0 TT T T T T T T 0 - ; | : , | :
10 1 2 3 4 5 6 1 1 2 3 a : :
Tiempo (h) Tiempo (h)

Fig. 26 Efecto de la oxotremorina y la norepinefring, asi como de los medios en las que se disolvieron, sobre la
transmision sindptica basal. Los vaores de la amplitud de la espiga poblacional estén expresados en porcentaje respecto
a los vaores basales antes de la administracion de las sustancias (% PSA). A, oxotremorina (25 nmol/L); B,
norepinefrina (5 nmol/L). Aparecen los valores del estadigrafo F correspondientes a las comparaciones redlizadas entre
grupos y tiempo respectivamente (ANOVA de dos vias con mediciones repetidas, P> 0.0 5). El asterisco indica
diferencias significativas entre los valores antes y después de la administracion de norepinefrina (P< 0.05, t de Student).
Las |etras corresponden al resultado de la prueba de Ducan para el factor tiempo. Las saetas indican € instante en el que
se gplicaron las sustancias.

en el factor tiempo. La comparacion entre los valores de % PSA antes y después de aplicar la

55



Resultados

norepinefrina mostré6 que hay una reduccién ligera pero significativa en la transmisién basal,
esto es, una depresion en la transmision sinaptica (P< 0.05, t de Student). Este es un fenbmeno
opuesto a la potenciacion sinaptica.

Los medios de disolucion no afectaron la E-LTP
Ninguno de los dos medios de disolucion empleados modificaron sustancialmente la E-LTP (Fig.
27). EI ANOVA de dos vias con mediciones repetidas mostré que el factor grupo no introdujo

A —&— LTP control, N= 13 B
300+ —0— LTP+Veh, N=8
Reultados de la prueba de Ducan
—e— LTP+NaCl, N=8 para el factor tiempo
200 Tiempo | Medias
< | 5 203 a
)
Do. 1h 159 b
> 2h 142 c
100 b \I\I\I 3h 131 cd
1 4h 117 de
*F=32.71 5h 107 e
e
0 1 T T T T T T 6h 101
-1 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)

Fig. 27 A, Efecto de los medios de disolucion sobre la E-LTP. Los valores de la amplitud de la espiga poblacional
estén expresados en porcentgje respecto a los valores basales antes del EAFR. Se muestra también € vaor del
estadigrafo F resultado de un ANOVA de dos vias con mediciones repetidas (P> 0.05), a comparar los tiempos. B,
Aparecen, ala derecha, los resultados de |a prueba de Duncan para el factor tiempo (medias de cada tiempo en orden
sucesivo). La saeta negra indica € momento del EAFR de la via perforante y la saeta blanca € instante en que se
aplicaron las sustancias.

diferencias (P> 0.0 5, F= 2.39), ni hay interaccion entre el factor grupo y el factor tiempo. Como
era de esperar el factor tiempo fue estadisticamente significativo (*F= 32. 71).

La oxotremorina no prolongd la E-LTP mas alla de las 4 horas

Las diferentes dosis de oxotremorina aplicadas en el ventriculo derecho 10 minutos después de
inducida la LTP no tuvieron efectos reforzadores (Fig. 28). Ninguno de los grupos a los que se
inyecté oxotremorina difieren estadisticamente del grupo control al que se le administré6 NacCl
(ANOVA de clasificacion doble con mediciones repetidas, P> 0.05, F= 2.02). El analisis
estadistico mostré diferencias en cuanto al factor tiempo (P< 0.05, *F= 73.96) e interaccion
entre ambos factores.(P< 0.05, *F= 1.92).
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—— LTP+NaCl, N= 15
—a— LTP+0Ox0 50 nmol/L, N=9
—e— LTP+0Ox0 25 nmol/L, N= 8
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Fig. 28 Efecto de las diferentes dosis de oxotremorina (5, 25, 50 nanomoles) sobre la LTP. Los valores de
la amplitud de la espiga poblacional estdn expresados en porcentaje respecto a los valores basales antes
del EAFR. Se muestra también el valor del estadigrafo F resultado de un ANOVA de dos vias con
mediciones repetidas, P> 0.05 de la interaccién grupo/tiempo, asi como los resultados de la prueba de
Duncan (letras). La saeta negra indica el momento del EAFR de la via perforante y la saeta blanca el
instante en que aplicaron las sustancias.

Los resultados de la prueba de Duncan para la interaccion grupo/tiempo mostré que la dosis
mas elevada de oxotremorina difeiere del resto a las 3y 4 h; y que los niveles de potenciacion
en este grupo se mantienen muy similares hasta las 4 h. Ademas, el nivel de potenciacién en
los grupos de 25 y 5 nmol/L son muy similar entre si a partir de las tres horas.

Por otra parte, debe notarse que con esta sustancia se insintan posibles efectos dependientes
de la dosis (Tabla.V). La comparacion de los valores antes del EAFR con los realizados
después, muestra que la dosis mas baja, 5 nmol/L mantiene la LTP por 2 horas (t de Student,
*P> 0.05), lo cual incluso sugiere que acorta la duracion de la E-LTP. Por otra parte, la dosis
mas alta, la de 50 nanomoles, sin llegar a convertir la LTP temprana en tardia, tiene un efecto
diferente, el fendmeno permanecié hasta las 4 horas (t de Student, *P> 0.05).

Tabla V. Resultados de la prueba t de Student (P< 0.05) al comparar los valores de PSA antes y después
del EAFR en los tres grupos tratados con diferentes dosis de oxotremorina (valores de t). Los niumeros
en negritas indican diferencia estadisticamente significativas (*P< 0.05).

Grupos 5 min 1lh 2h 3h 4 h 5h 6 h
Oxotremorina 5 nmol/L -15.81 |-4.86 |-2.67 |-2.17 |.043 -201 |2.04
Oxotremorina 25 nmol/L -7.83 |-5.95 |[-2.05 |-2.34 |-.429 |-420 |.269
Oxotremorina 50 nmol/L -6.52 |-5.79 |-4.20 |-3.75 |-3.06 |-2.01 |-1.41
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La norepinefrina prolongé la E-LTP més alla de la 4 horas

La norepinefrina si produjo efectos notables sobre la E-LTP; la prolongé y convirtié en una L-
LTP (Fig. 29). La comparacion estadistica entre los grupos a los que se les suministro alguna
dosis de norepinefrina y el grupo control, es decir animales tratados con vehiculo, evidencid
diferencias en el factor grupo (*P< 0.05, F= 3.10) , el factor tiempo (*P< 0.05, F= 9.36), pero no
hay interaccion entre ambos factores (*P< 0.05, F= 1.18; ANOVA de dos vias con mediciones

repetidas).

X=132b —o0— LTP+Veh, N=8
X=135b —o— LTP+NE 50, N=7
3004 X=171a —&— LTP+NE 1.5,N=6

X=160a —e— | TP+NE 5, N=7

%PSA

Tiempo (h)

Fig. 29 Efecto de las diferentes dosis de norepinefrina (1.5, 5, 50 namol/L) sobre la LTP. Los valores de la
amplitud de la espiga poblacional estén expresados en porcentaje respecto a los valores basales antes del EAFR (%
PSA). Se muestra también e valor del estadigrafo F resultado de un ANOVA de dos vias con mediciones
repetidas, P< 0.05 a comparar los grupos. Las letras y las medias que aparecen en la leyendaindican e resultado
de la prueba de Duncan para € factor grupo. La saeta negraindica el momento del EAFR de la via perforante y la
saeta blanca el instante en que aplicaron las sustancias.

La prueba a posteriori de rangos mdltiples de Duncan para el factor tiempo mostré que los
niveles de potenciacion sinaptica son inicalmente elevados y que se reducen en el tiempo
(Xsmin= 210.8 a; Xin= 169.0 b; Xzn= 151.3 c; Xgn= 144.3 C; Xan= 135.1 cd; Xsh= 132.9 d; Xen=
126.4 d). La accién de la norepinefrina es dependiente de la dosis. Las dosis bajas tuvieron
efectos reforzadores sobre la E-LTP, en tanto que la dosis alta no. Mas interesante aun, el
grupo que fue tratado con la dosis de 5 nmol/L difiere del de 50 nmol/L en todos los registros a
partir de las 2 h (Fig. 29).
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Con el fin de conocer la duracion del efecto reforzador de la norepinefrina sobre la LTP
temprana, se comparo la media de los valores antes de inducir el fendmeno plastico con los
obtenidos después, mediante la prueba tde Student (*P< 0.05). La dosis de 1.5 nmol/L, la mas
baja si bien no logra extender la E-LTP mas alla de las cuatro horas, tampoco la afecté, pues su
duracion fue de 4 h (Tabla VI). En el caso de la dosis de 5 nmol/L la prolongé hasta las 6 h.

Tabla VI Resultados de la prueba t de Student (P< 0.05) al comparar los valores de PSA antes y después
del EAFR en los tres grupos en los que se aplicaron las diferentes dosis de norepinefrina (valores de t).
Los nimeros en negritas indican diferencia estadisticamente significativas (*P< 0.05).

Grupos 5 min 1h 2h 3h 4h 5h 6 h
NE 1.5 nmol/L -9.48 6.64 -4.21 -4.67 -2.97 |-2.25 |-2.10
NE 5 nmol/L -11.40 |-5.73 |-4.29 -4.71 -6.36 |-3.22 |-3.15
NE 50 nmol/L -11.86 |-7.52 |-1.65 -.494 .031 -.120 |-.270

En cambio la dosis de 50 nmol/L, la més alta tuvo un efecto contrario, es decir, no solo no
reforzé la LTP, sino que provoco que la transmision regresara mas rapidamente a la linea base.
En este caso la LTP s6lo se mantuvo hasta la hora.

Por ultimo, comparamos los resultados del efecto de la dosis de 5 nmol/L, que fue la de mejor
efecto, con el grupo que recibi6 el estimulo motivacional en el Experimento | (ver Fig. 18). Los
grupos no difieren estadisticamente entre si (ANOVA de dos vias con mediciones repetidas, P>
0.05, F=1.36).

Todos estos datos confirman que la norepinefrina es capaz de reforzar una E-LTP,
convirtiéndola en una L-LTP y que su efecto depende de la dosis.

Experimento IV.

Efecto del envejecimiento sobre el reforzamiento de la E-LTP por estimulacién de la amigdala
basolateral y por el estimulo emocional

El envejecimiento deteriora la plasticidad sinaptica y la memoria. Un modo de acercarnos a
estas consecuencias del envejecimiento es investigar los efectos de este factor sobre el
reforzamiento motivacional y por su remedo, el reforzamiento de la E-LTP por estimulacion de
la amigdala basolateral. Precisamente, como el envejecimiento dafia la memoria y la plasticidad
sinaptica, primeramente entrenamos a los animales viejos y jovenes en la prueba de
aprendizaje espacial conocida como laberinto acuético de Morris.

La Fig. 30 muestra el desempefio de los dos grupos de ratas viejas conformados justamente a
partir de esta prueba y el de las ratas jovenes, durante el entrenamiento. Puede apreciarse que
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con el entrenamiento las ratas jovenes y la viejas, que se consideraron sin déficit cognitivo
encontraron la plataforma sumergida en menos tiempo, en tanto la latencia de escape de las
ratas viejas con déficit en el aprendizaje se mantuvo alta durante todo el entrenamiento.

i(: 22 a —&— jovenes, N=10
X=28a -0 viejas sin def, N=5
X=45Db —v— viejas con def,N= 13

o
?

Latencias de Escape
(Seg)
N S
< <

*F=19.66

[
B1.1 B1.2 B2.1 B2.2 B3.1 B3.2 B4.1 B4.2 B5.1
Bloques de 4 pruebas

Fig. 30 Aprendizaje espacial en el laberinto acuético con la plataforma sumergida. Se muestra el
estadigrafo F, resultado de un ANOVA de dos vias con mediciones repetidas, P< 0.05 al comparar
los grupos. Las letras que aparecen a laizquierda de la leyenda representan el resultado de la prueba
de rangos multiples de Duncan para el factor grupo.

El ANOVA de dos vias con mediciones repetidas realizado mostré que las muestras diferian
estadisticamente en el factor grupo (*P< 0.05, F= 59. 29). La prueba post hoc de rangos
multiples de Duncan evidencid que las ratas jévenes y las viejas sin déficit cognitivo no diferian
estadisticamente entre si y ambas eran diferentes a los animales viejos con déficit cognitivo.
Debe notarse que el analisis estadistico importante es el que se realiza para conformar los
grupos a partir de los resultados en el entrenamiento y no los post hoc. Estos Ultimos se han
realizado sélo para confirmar las notables diferencias entre los grupos como consecuencia de la

seleccion.
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La E-LTP se afecta con el envejecimiento

La duracion de la E-LTP en los animales viejos con déficit cognito esta severamente reducida,
en tanto en los animales viejos sin déficit es muy similar a los animales jovenes. El analisis
estadistico del estudio electrofisiolégico para el factor grupo no mostré diferencias
estadisticamente significativas (Fig. 31; ANOVA de dos vias, con mediciones repetidas, F=
2.41, P>0.05). En tanto, el factor tiempo (F= 28.05) evidencié diferencias. La duracion de la LTP
se afect6 con la edad, tanto en los animales con déficit como sin déficit cognitivo. En los
animales sin déficit cognitivo la LTP se mantuvo por dos horas después de inducida (t de
Student, *P< 0.05). En los animales con deterioro en el aprendizaje espacial la potenciacion
sinaptica se mantuvo hasta por menos de 1 h ( t de Student, *P< 0.05). En cuanto a los
animales sin déficit, la LTP duro 2 h (t de Student, *P< 0.05).

—— Jdovenes, N= 13

300+ —e— Viej No Def, N= 4
—O— Viej Def, N= 9

Resultados de la prueba de Duncan
para el factor tiempo

Tiempo [ Medias
5' 233 a
1lh 193 b
2h 161 C
3h 146 cd
*E= 28.05 4h 142 de
* 5h 138 de
0 T T T T T T T 6h 126 e
-1 0.0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)

Fig. 31 A, Cambios en la transmisién singptica después de inducir la LTP de los animales jévenes (control), viejos
sin y con déficit cognitivo. Los valores de la amplitud de la espiga poblaciona estén expresados en porcentaje
respecto a los valores basales antes del EAFR (% PSA). Se muestra también € valor del estadigrafo F resultado de
un ANOVA de dos vias con mediciones repetidas los tiempos, P< 0.05 y los resultados de la preueba de Duncan
paraeste factor (B). Lasaetanegraindicael momento del EAFR de lavia perforante.
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Tabla VII Resultados de la prueba t de Student (P< 0.05) al comparar los valores de PSA antes y
después del EAFR en los grupos de animales viejos (valores de t). Los nimeros en negritas indican
diferencia estadisticamente significativas (*P< 0.05).

Grupos 5 min 1lh 2h 3h 4 h 5h 6 h
Viejas sin déficit |-3.53 -3.68 |-3.20 -2.22 -187 |-1.70 |-1.50
Viejas con déficit |-4.78 -1.26 |-.937 -.524 -.528 |-335 |-.528

La estimulacién eléctrica de la amigdala basolateral convirtié una E-LTP en una L-LTP en los
animales jovenes

La E-LTP en giro dentado puede ser prolongada en animales jévenes si se estimula
eléctricamente la amigdala basolateral quince minutos después de estimular la via perforante
(Fig. 32). El andlisis de varianza de clasificacion doble con mediciones repetidas, demuestra al
comparar los grupos LTP control y LTP + BLA diferencias estadisticamente significativa para el
factor grupo (*P< 0.05, F= 4.40). El factor tiempo (*P< 0.05, F= 3.94) y la interaccién también

300- —eo— LTP+BLA, N=8
—O— LTP control, N=13
200
<
(92
5
>
100
0 T T I I I I I I
-1 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)

Fig. 32 Efecto de la estimulacion eléctrica de ata frecuencia de la amigdala basolateral sobre el curso temporal de
la LTP temprana. Los valores de la amplitud de la espiga poblacional estan expresados en porcentaje respecto a
los vaores basales antes del EAFR (% PSA). Se muestra también el valor del estadigrafo F resultado de un
ANOVA de dos vias con mediciones repetidas al comparar los tiempos, P< 0.05 y los resultados de la prueba de
Duncan para € factor tiempo (letras). La saeta negra indica é momento del EAFR la via perforante, la blanca
indicael delaestimulacion de laamigdala basolateral.

mostraron diferencias (*P< 0.05, F= 5.25). Para conocer qué puntos diferian entre grupos se
utilizé la prueba de rangos mudltiples de Duncan para la interaccion, la cual mostré que las
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diferencias aparecen a partir del registro de las 4 horas y que el nivel de potenciacion se
mantuvo estable a partir de la hora de inducido el fendmeno. La potenciacién sinaptica duradera
fue prolongada hasta las 6 horas por la estimulacién de la amigdala basolateral (t de Student,
*P< 0.05, Tabla VIII).

En los animales envejecidos la estimulacion de la amigdala no refuerza la E-LTP

La estimulacion eléctrica de la amigdala basolateral en las ratas viejas no produjo el efecto
reforzador hallado en los animales jovenes, es decir, no logr6 reforzar la LTP inducida por
estimulacién eléctrica de la via perforante, mas alla de las cuatro horas (Fig. 33A, Tabla VIII).
La comparacién de los resultados del grupo de ratas viejas sin déficit cognitivo cuando se
estimul6 la amigdala basolateral con la LTP control del mismo grupo, mostré que no existen
diferencias entre ellos (ANOVA de clasificacién doble con mediciones repetidas P> 0.05, F=
0.28). El factor tiempo y la interaccion grupo/tiempo si mostraron diferencias estadisticamente
significativas (*F= 3.82). La prueba de rangos multiples de Duncan muestra que los niveles
iniciales de la potenciacién son similares en ambos grupos y que en el grupo que se estimulo la
amigdala la transmision fue estable a partir de la hora hasta las 6 h.

En los animales con déficit cognitivo tampoco hubo reforzamiento de la LTP por estimulacién de
la amigdala (Fig. 33B). El ANOVA de clasificacion doble con mediciones repetidas, no mostro
diferencias para el factor grupo (P> 0.0 5, F= 0.16), ni para la interaccion grupo tiempo; pero si
para el factor tiempo (*F= 9.55).

A B
—e— Vigj No Def+BLA, N=4
300+ —o— Viej No Def, N=4 300~

—e— Vigj Def+BLA, N=6
—o— Vigj Def, N=9
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Fig. 33 Efecto de la estimulacion de la amigdala basolateral sobre la LTP temprana inducida en €l giro dentado del
hipocampo. Los valores de la amplitud de la espiga poblaciona estén expresados en porcentgje respecto a los
valores basaes antes del EAFR (% PSA). A, animales sin déficit cognitivo. B, animales con deterioro cognitivo. Se
muestran también los vaores del estadigrafo F resultado de los ANOVAs de dos vias con mediciones repetidas
para la interaccion grupo/tiempo y grupo respectivamente, P< 0.05 . Las saetas negras indican e momento del
EAFR de la via perforante, las blancas indican € de la estimulacion de la amigdala basolateral. Las letras expresan
€l resultado de la prueba de Duncan.
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Hay que destacar que si bien la estimulacién de la amigdala basolateral no prolong6 la LTP por
encima de las 4 horas, en las ratas sin déficit si la mantuvo hasta las cuatro horas (Tabla VIII).
Recuérdese que la LTP control en las ratas de este grupo permanecié por solo 2 horas (Tabla
VII).

Tabla VIII Resultados de la prueba t de Student (P< 0.05) al comparar los valores de PSA antes y
después del EAFR y la estimulacion de la amigdala en los grupos de animales viejos y en los jévenes
(valores de t). Los nimeros en negritas indican diferencia estadisticamente significativas (*P< 0.05).

Grupos 5 min 1lh 2h 3h 4 h 5h 6 h

LTPJ6venes+BLA -3,84 -2,88| -2,58 -3,25| -2,59| -3,70| -3,50

LTPViej sin déficit+BLA -10,27 -3,75| -3,56 -3,64| -3,23| -2,75| -2,80

LTPViej con déficit+BLA -4,24 -2,01| -1,80 -1,25| -1,56| -1,13| -1,09

Experimento V. Efecto del envejecimiento sobre el reforzamiento motivacional

El envejecimiento afect6 el reforzamiento motivacional de la E-LTP

En los animales viejos esté abolido el reforzamiento de la E-LTP por estimulacion eléctrica de la
amigdala basolateral, ¢lo estard también el reforzamiento motivacional?

En los animales viejos con déficit cognitivo el estimulo motivacional no tuvo el efecto encontrado

en los animales jovenes (Fig. 34). La comparacion estadistica entre estos dos grupos

A . _ B
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Viej Def REf, N=6 Resultado de la prueba de Duncan
para el factor tiempo
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4 5 199| a
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100 | T 2hl 9 | ¢
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6
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Fig. 34 A, Efecto del estimulo conductua con significado motivaviona sobre € curso tempora de la LTP temprana
en ratas vigjas con déficit cognitivo. Los valores de la amplitud de la espiga poblacional estén expresados en
porcentaje respecto a los vaores basales antes del EAFR (% PSA). Se muestra también e valor del estadigrafo F
resultado de un ANOVA de dos vias con mediciones repetidas para el factor tiempo, P< 0.05 y los resultados de la
prueba de Duncan (B). La saeta negraindica e momento del EAFR de la via perforante, lablancaindicael de latoma
de agua.
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(LTPcontrol y estimuladas motivacionalmente) verifico que no difieren entre ellos. El ANOVA no
distingui6 diferencias en el factor grupo (P> 0.05y F= 0.28), pero si para el factor tiempo (P>
0.05, F= 23.75). Esto significa que el curso temporal en el grupo sometido al protocolo de
reforzamiento motivacional es similar al grupo control de ratas viejas, no hay reforzamiento. Mas
bien, el estimulo que resulta reforzador en las ratas jovenes (véase y comparese con la Fig. 18),
en las viejas parece acelerar el regreso a la linea base, con una ligera tendencia a la depresién
de la transmision sinéptica.

La comparacién, mediante la prueba t de Student para muestras pareadas (P< 0.05), entre la
media de los registros basales y los realizados después del EAFR confirmd que el estimulo
motivacional con significado motivacional no tuvo efecto reforzador (Tabla IX).

Tabla I1X. Resultados de la prueba t de Student al comparar los valores antes de PSA y después del
EAFR en los animales viejos con déficit cognitivo a los que se le di6 de beber agua después de 24 horas
de abstinencia (valores de t).

5 min 1h 2h 3h 4h 6 h 6h

t -3.23 | -.612 | .836 1.59 1.15 .553 .648

En su conjunto los resultados de este experimento muestran que el envejecimiento deteriora
tanto la duracién de LTP temprana, como los efectos reforzadores de la estimulacion eléctrica
de la amigdala basolateral y de estimulos con significados emocionales/motivacionales.

Experimento VI.

Correlatos bioguimicos del reforzamiento motivacional. Efecto del envejecimiento

El dltimo experimento de nuestro trabajo se encamind a profundizar en los posibles
mecanismos implicados en el reforzamiento de la LTP por estimulacion eléctrica de la amigdala
basolateral y por estimulos motivacionales, asi como conocer causas probables que hacen
fracasar el reforzamiento de formas transientes de plasticidad sinaptica en el envejecimiento. El
método utilizado para obtener las muestras de fluido fue el de la microdialisis cerebral y so6lo
mostramos los resultados de las manipulaciones que provocaron modificaciones en las

concentraciones de algun neurotransmisor en los animales jovenes.

La estimulacibn de la amigdala basolateral provoca una reduccién en los niveles de
norepinefrina y serotonina, en tanto aumento en la liberacion de acetilcolina en el giro dentado
de las ratas jovenes

En los animales jévenes, la estimulacion de la amigdala basolateral produjo una reduccion

notable de la liberacion de norepinefrinay serotonina, y un incremento de acetilcolina en el giro
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dentado del hipocampo (Fig. 35 A, B). La comparacién mediante la prueba de la t de Student de
los niveles basales y los recogidos durante la estimulacién de la amigdala basolateral, hizo
evidente que las diferencias eran estadisticamente significativas para los tres transmisores (P<
0.05).

A B
[ 1Basal, N=12
CBLA, N=12
. 10.0+
750 =~
2
< 7.5
E 500- = U=106. 50
= @)
= t= 33.0 < 5.04
t=42.0 %
250- :
(&]
2.5
T S
o
0 0.0—T——
NE 5-HT Basal BLA

Fig. 35 Efecto de la estimulacion eléctrica de la amigdala basolateral (BLA) sobre la liberacién de norepinefrina
(NE), serotonina (5-HT), acetilcolina (Ach). Se muestran los valores del estadigrafo t, resultado de la prueba de
comparacion de medias t de Student y la U de Mann Whitney (P< 0.05) al comparar las muestras tomadas en
condiciones basales (Basal) y las recogidas durante la estimulacion de laamigdala (BLA).

El reforzamiento motivacional redujo los niveles de glutamato y glicina en los animales jovenes

En los animales sometidos al protocolo de reforzamiento motivacional, también se produjo una
significativa disminucién de algunos transmisores (Fig. 36). Tal reducciéon se mantuvo por al
menos 45 minutos mas, pues en la muestra siguiente que se recogié se observaron resultados
similares (datos no mostrados). La comparacién de los valores basales con los obtenidos
después del acceso al agua, mediante la t de Student, mostr6 reducciones significativas en la

liberacion de los neurotransmisores glutamato y la glicina (P< 0.05).

66



Resultados

[ 1Basal, N= 11

1500 - T 1 Reforzamiento, N= 11
-1 1000+
E
< L t= 25.0
500 =25, t= 25.0
T T
0
Glu Gly

Fig. 36 Efecto dd estimulo motivaciona sobre la liberacion de glutamato (Glu) glicina (Gly). Se muestran los
valores ddl estadigrafo t, resultado de la prueba de comparacion de medias t de Student (P< 0.05) al comparar las
muestras tomadas en condiciones basales (Basal) y |as recogidas después de dar acceso a agua (Reforzamiento).

Los niveles basales de algunos neurotransmisores se reducen en la vejez

Sin embargo, en las ratas viejas ninguna de estas manipulaciones modificé la liberacion de
transmisores en el giro dentado del hipocampo (datos no mostrados). Ademas, el
envejecimiento produjo una reduccion en los niveles de algunos neurotrasmisores en

condiciones basales (Fig. 37).

/M Joévenes, N= 12
_[ CViejas, N=7
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Fig. 37 Efecto dd envejeciendo sobre los niveles de transmisores y del metabolito de la acetilcolina en giro
dentado del hipocampo. Colina (Cho), aspartato (Asp), glutamato (Glu), glicina (Gly) &cido gamma-
aminobutirico (GABA). Se muestran los valores del estadigrafo t, resultado de la prueba de comparacién de
mediast de Student (P< 0.05) a comparar las muestras tomadas en condiciones basales entre jovenesy vigjas.
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La estimulacion con concentraciones elevadas de potasio, indujo en los animales jévenes un
incremento en la liberacion de glutamato estadisticamente significativa con respecto al liberado
en condiciones basales (t de Student, *P< 0.05, t= -7.88) (Fig. 38). En el caso de los animales
viejos, la respuesta no fue sustancial (t de Student, *P< 0.05, t= -2.00). La comparacion entre
grupos del incremento en los niveles de glutamato también fue significativo (t de Student, *P<
0.05, t= 2.26).
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Fig. 38 Efecto de las dtas concentraciones de potasio sobre la liberacién de glutamato en animales vigos y
jovenes. Se muestran los vaores del estadigrafo t de Student, resultado de la prueba de comparacion de medias t
de Student (P< 0.05) a comparar las muestras tomadas en condiciones basales y en condiciones de dtas
concentaciones de potasio y lacomparacion entre grupos.
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DiscusIiON

(...) Las ciencias aumentan la capacidad de juzgar que posee el hombre,
y le nutre de datos seguros; pero a la postre el problema

nunca estara resuelto; sucedera sélo que estard mejor planteado (...)
José Marti

(La Opinién Nacional, 15 de junio de 1882; O. C. T XXII. P 317)

En el trabajo hemos presentado evidencias que muestran que la amigdala basolateral forma
parte del circuito neuronal subyacente en el reforzamiento motivacional de una E-LTP.
Probamos también que el reforzamiento motivacional es dependiente de la sintesis de nuevas
proteinas y que la norepinefrina en dosis relativamente bajas es suficiente para reforzar una E-
LTP. En cambio la oxotremorina no produjo la prolongacion de la E-LTP inducida en el giro
dentado. Un hallazgo no esperado es la depresion tardia inducida por la norepinefrina sobre la
transmisién sinaptica basal.

Por otra parte, hemos mostrado que el envejecimiento no reduce la magnitud inicial de la
potenciacion sinaptica; pero si reduce la duracién de la E-LTP. Ademas, en los animales
envejecidos la E-LTP no fue prolongada ni por la estimulacién eléctrica de la amigdala, ni por el
estimulo motivacional.

Finalmente, pudimos demostrar que el reforzamiento motivacional o el inducido por estimulacion
eléctrica de la amigdala basolateral, modifica la liberacion de algunos neurotransmisores en el
giro dentado de los animales jovenes, en tanto en los animales viejos los niveles basales de
muchos neurotransmisores estan reducidos y ninguna de las manipulaciones reforzadoras

provoc6 modificaciones en su liberacion.

La amigdala basolateral es parte de las estructuras implicadas en el reforzamiento motivacional
de la E-LTP

Nuestro trabajo confirma las observaciones de Seidenbecher et al., quienes mostraron que los
estimulos motivacionales pueden prolongar una E-LTP en el giro dentado de la rata con libre
movimiento (Seidenbecher et al., 1995). Esta es la primera y Unica vez que se ha replicado este
importante hallazgo fuera del laboratorio donde fue observado originalmente. Si tenemos en
cuenta ademas, que nuestros resultados se obtuvieron en una linea de rata diferente a la
empleada por ellos (Wistar), estamos confirmando que no se trata de un artefacto o un efecto
propio de la linea, sino de una propiedad de la LTP y de las sinapsis: los cambios transitorios en
la eficacia de la transmisién sinaptica pueden ser modulados por factores emaocionales y
motivacionales.

El principal hallazgo de este experimento es que la amigdala forma parte de los circuitos
subyacentes en el reforzamiento motivacional de una E-LTP.
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En un estudio anterior realizado con ratas con libre movimiento, se demostré que la
estimulaciéon de la regién basolateral de la amigdala mimetiza el efecto del estimulo
motivacional sobre la E-LTP (Seidenbecher et al.,, 1995;Frey et al.,, 2001). Es decir, la
estimulacion de esta region prolonga la E-LTP convirtiéndola en una L-LTP. Desde hace mucho
tiempo se conoce que la amigdala es una estructura clave en las emociones y las motivaciones
(Kliver and Bucy, 1939). En los afios noventa se realizé un grupo de experimentos que
demostraron que la estimulacion eléctrica de la amigdala facilita la induccion de la LTP en el
giro dentado (Ikegaya et al., 1995c;lkegaya et al., 1996b) y que la desconexion temporal de esta
estructura deteriora la induccién de la LTP (Ikegaya et al., 1995d). Este ultimo hallazgo coincide
con nuestro resultado de que la desconexién permanente o temporal de la amigdala basolateral
disminuye la duracién de E-LTP.

Una serie de estudios conductuales han mostrado que la amigdala es importante para la
consolidacion de nuevos trazos de memoria en otras regiones del encéfalo (Roozendaal and
McGaugh, 1997;Salinas et al., 1997;McGaugh et al., 1996;Dickinson-Anson and McGaugh,
1997;Martinez et al., 1983;Ammassari-Teule et al., 1991;McGaugh and Cabhill, 1997;Quirarte et
al., 1997;Roozendaal et al., 1998;Hatfield and McGaugh, 1999;Ferry and McGaugh, 1999;Da
Cunha et al., 1999;Spanis et al., 1999;Ferry et al., 1999a;Roo0zendaal et al., 1999a;Bianchin et
al.,, 2000;McGaugh, 2000;Roesler et al, 2002;McGaugh, 2002;McGaugh et al.,
2002;Roozendaal et al., 2002a;Roozendaal et al., 2002b). También se ha evidenciado que la

amigdala puede ser substrato ella misma de la memoria emocional (Quirk et al., 1997).

Tomadas en conjunto estas evidencias y nuestros resultados sugieren que el mecanismo del
reforzamiento de la memoria por la amigdala se basa en su capacidad de reforzar y prolongar
procesos transitorios de plasticidad sinaptica en estructuras que forman parte del engrama de

memoria cuando estos contenidos se asocian a estados motivacionales importantes.

El reforzamiento motivacional depende de la sintesis de nuevas proteinas

Comoquiera que el reforzamiento motivacional prolonga la E-LTP y la convierte en una L-LTP y
que la sintesis de nuevas proteinas es un requisito para que la LTP se extienda después de las
4 horas (Krug et al., 1984), fue de interés estudiar si este reforzamiento de la LTP por factores
afectivos también dependia de la sintesis de nuevas proteinas. Nuestros resultados muestran
que la consolidacion de la E-LTP por estimulos afectivos depende de la sintesis de nuevas
proteinas. Resultados similares se han encontrado en otras formas de reforzamiento de la E-
LTP en el giro dentado de la rata, como las provocadas por estimulacién eléctrica de la
amigdala basolateral (Frey et al., 2001) o la estimulacion eléctrica del septum medial (Frey et
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al., 2003). Estos hallazgos y el nuestro prueban de un modo robusto que el reforzamiento de
los cambios de conectividad transitorios por elementos afectivos son sustentados por la sintesis
de nuevas proteinas.

La LTP tiene fases en las cuales subyacen diferentes mecanismos celulares y moleculares. Es
bien conocido que las fases iniciales de la LTP son sustentadas por cambios covalentes en
proteinas preexistentes que pueden ser enzimas (Hayashi et al., 1997;Lledo et al., 1995;Barria
et al.,, 1997;Chetkovich and Sweatt, 1993;Reymann, 1993;Herms et al., 1993;Huang and
Kandel, 1994;Hayashi et al., 2000;Soderling, 2000;Miller et al., 2002); pueden ser receptores de
membrana (Lee et al., 2003), que maodifican su afinidad por el neurotransmisor (Fedorov et al.,
1997;Barria et al., 1997;Tan et al., 1994;0'Connor et al., 1995;Derkach et al., 1999;Lee et al.,
2000;Lee et al., 2003) o su densidad (Luscher and Frerking, 2001;Malinow and Malenka,
2002;Borgdorff and Choquet, 2002) vy pueden ser también proteinas estructurales con otras
funciones (Fields and Itoh, 1996;Landmesser, 1997;Fazeli et al., 1994;Lthi et al., 1994;Doherty
etal., 1995;Ronn et al., 1995;Cremer et al., 1998;Cremer et al., 2000;Ronn et al., 2000;Schuster
etal., 2001;Wright et al., 2002). En cambio, las fases tardias dependen de la sintesis de nuevas
proteinas (Krug et al., 1984;Frey et al., 1988;Frey et al., 1991a;Mochida et al., 2001).

La induccién de los procesos de sintesis de proteinas parece implicar la activacion de cascadas
moleculares que conducen a la activacion de moléculas moduladoras de la transcripcion y
traduccion. Se sabe que es necesaria la cooperacion de aferencias metabotropicas no
glutamatérgicas, lo cudl ha sido bien estudiado en la regién CA1 de hipocampo. Los agonistas
dopaminérgicos de los receptores D1 y D5 inducen una potenciacion lenta similar a la LTP (> 6
h) que también depende de la sintesis de nuevas proteinas (Huang and Kandel, 1995). Se
conoce que estos receptores estan directamente acoplados con la adenilato ciclasa. Esta
potenciacion es bloqueada por un antagonista de este tipo de receptores y es ocluida por la
potenciacion inducida con analogos del AMP.. (Nguyen and Kandel, 1996;Huang and Kandel,
1995).

Otros estudios en la region CA1 del hipocampo, demuestran que con la adicién de inhibidores
del AMPc se bloquea la L-LTP, y la adicién de sus analogos ocluyen la L-LTP en CA1 obtenida
por estimulacién teténica de las colaterales de Schaffer. Estos resultados demuestran que el
AMPc esta involucrado en la cascada de eventos necesaria para el desarrollo de la L-LTP
(Nguyen and Kandel, 1996;Frey et al., 1993a).

La induccion, en la region CA1 del hipocampo, de una E-LTP en presencia de agonistas de los
receptores dopamigérgicos de tipo D1/D5, induce la sintesis de AMPc, que activa la proteina
cinasa A. Esta molécula juega un papel fundamental en el mantenimiento de la LTP, como lo
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demuestran estudios con ratas transgénicas que no presentan una subunidad reguladora de
esta proteina para su expresion en el hipocampo, estos animales muestran un decrecimiento de
la L-LTP en la region CA1 del hipocampo (Abel et al., 1997;Frey et al., 1993a;Frey, 1997).

La memoria, al igual que la LTP, es inicialmente fragil y transitoria, pero eventualmente es
consolidada y se hace mas estable y duradera (Miller and Pilzecker, 1900). La sintesis de
nuevas proteinas es decisiva en el mantenimiento de la memoria (Matthies, 1976;Grecksch et
al., 1980;Grecksch and Matthies, 1980;Wetzel et al., 1980;L6ssner et al., 1982;Staubli et al.,
1985;L6ssner et al.,, 1987;Sandi and Rose, 1997;Meiri and Rosenblum, 1998;Scharf et al.,
2002). También se ha podido demostrar que la PKA y el factor de transcripcién que ella activa:
el CREB, estan implicados en algunas formas de aprendizaje (Abel et al., 1997;Abel and Lattal,
2001;Barco et al., 2003).

Resulta significativo que el reforzamiento motivacional de procesos de plasticidad sinaptica en
el giro dentado sea dependiente de la sintesis de nuevas proteinas, pues esta forma de
reforzamiento es mediada por receptores beta-adrenérgicos (Seidenbecher et al., 1997). Lo
anterior sugiere que el reforzamiento motivavional de la E-LTP comparte estos mecanismos
moleculares y, muy probablemente, involucra la cooperacion de aferencias no glutamatérgicas
capaces de activar las cascadas implicadas en los procesos de regulacién génica. Para conocer
mas sobre los mecanismos implicados en el reforzamiento de la E-LTP estudiamos si la

norepinefrina y la oxotremorina eran suficientes para reforzarla.

La norepinefrina pero no los agonistas muscarinicos prolongan la E-LTP

En el giro dentado este papel modulador de la sintesis de proteinas pudiera ser realizado por
aferencias noradrenérgicas o colinérgicas, teniendo en cuenta la escasez de aferencias
dopaminérgicas en esta region.

Nuestros resultados muestran que la norepinefrina fue capaz de reforzar una E-LTP y
prolongarla més all4 de las 4 horas. Sin embargo, al realizar estudios de control sobre la accién
basal de esta sustancia encontramos un resultado inesperado y aparentemente contradictorio:
la norepinefrina indujo una depresion tardia de la transmision sinaptica basal. Esta se
manifiesta a partir de las 5 horas y se extendi6 hasta las 6 horas de registro.

A diferencia de nuestro hallazgo, observaciones de otros autores han mostrado que la
norepinefrina por si sola es capaz de inducir una potenciacion sinaptica de la espiga poblacional
en el giro dentado similar a una LTP (llamada LTP-noradrenérgica) cuando es administrada en
preparaciones in vitro (Lacaille and Harley, 1985;Stanton and Sarvey, 1987). La potenciacion

inducida por norepinefrina es mediada por receptores beta-1 y la activacion de la adenilato
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ciclasa, y tiene una fase tardia que depende de la sintesis de nuevas proteinas (Stanton and
Sarvey, 1985a). La induccion de la LTP en la region de CAl, en rebanadas obtenidas de
animales sin inervacion adrenérgica esta reducida; pero no la LTD. La adicién a estas
preparaciones de norepinefrina 0 agonistas de los receptores beta de tipo 1 puede recuperar la
LTP. Los activadores del AMPc y la PKA pueden restituir la LTP. Esto no sucede si se afiaden a
la preparacion agonistas de los receptores beta de tipo 2. Al afiadir la norepinefrina también se
blogueala LTD (Yang et al., 2002). Esta evidencia sugiere entonces, la participacion del AMP, y
la PKA en la posible cascada de reacciones intracelulares provocadas por la norepinefrina. En
este sentido resulta revelador que la norepinefrina puede producir la activacién de varios genes
(c-fos, nur77, tis-7, zif-268, tis-21) de activacion temprana (Bing et al., 1991), asi como la sintesis
de proteinas (Bing et al., 1992) en la corteza.

El efecto de la norepinefrina administrada sobre rebanadas de hipocampo depende de la dosis.
En dosis bajas incrementa la excitacion y en dosis elevadas induce inhibicién (Segal et al.,
1981). Por otra parte, la norepinefrina administrada in vitro causa un incremento en los niveles
de AMPc a los 20 segundos en el giro dentado, CA1 y CA3, que alcanza su maximo de 5-10
minutos de incubacion. Ademas, tanto la activacion de receptores alfa como beta-adrenérgicos
incrementan los niveles de AMPc (Segal et al., 1981). Analogos del AMPc producen un
incremento de la amplitud de la espiga poblacional similar a la norepinefrina (Mueller et al.,
1981).

En la regién CAL del hipocampo (rebanadas), la adicién de agonistas de los receptores beta
como el isoproterenol, también provocan un incremento en la amplitud de la espiga poblacional,
pero no del potencial postsinaptico excitatorio (Robinson and Racine, 1985;Heginbotham and
Dunwiddie, 1991).

La clonidina, un agonista de los receptores alfa, aplicada a rebanadas de hipocampo de ratas
produce inhibicion de la amplitud de la espiga poblacional que es dependiente de la dosis. Esta
inhibicién puede ser bloqueada por antagonistas alfa y agonistas beta-adrenérgicos. Analogos
del AMPc producen un incremento de la amplitud de la espiga poblacional similar a la
norepinefrina (Mueller et al., 1981).

Estudios realizados en animales anestesiados, en los cuales se administré norepinefrina en el
ventriculo lateral y se estudiaron los niveles de esta sustancia en el giro dentado mediante
canulas de microdidlisis, confirma que la norepinefrina induce una potenciacion sinaptica
mediada por receptores beta-adrenérgicos (Harley et al., 1996). Para que se produzca la

potenciacion sinaptica inducida por norepinefrina, tienen que incrementarse los niveles de
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norepinefrina hasta 30 veces respecto a la concentracion basal. Estos datos sugieren que la
potenciacion sinaptica farmacolégica inducida por norepinefrina tiene un umbral.

La potenciacién sinaptica inducida por agonistas beta-adrenérgicos en CAl produce una
despolarizacién duradera, que persiste al menos por 30 minutos después de retirar el agonista y
un decremento prolongado en la conductancia de potasio activada por Ca™ responsable de la
hiperpolarizacién tardia (afterhyperpolarization, AHP). Esta forma de potenciacién no depende
de un incremento en los niveles de Ca™ . Los analogos del AMPc remedan la potenciacién
sinaptica y la reduccién en la AHP, lo cual sugiere que la potenciaciéon sinaptica inducida por
agonistas beta-adrenérgicos es mediada por AMPc (Dunwiddie et al., 1992). También se
conoce que la norepinefrina induce un incremento en la actividad de los canales de Ca*™
dependientes de voltaje de las células granulares del giro dentado, la cual pudiera estar
mediada por receptores beta-adrenérgicos (Gray and Johnston, 1987).

La norepinefrina también incrementa la potenciacién sinaptica duradera en las fibras musgosas
del hipocampo (Hopkins and Johnston, 1988).

Resulta interesante que la administracion de norepinefrina a rebanadas de hipocampo
incrementa los niveles extracelulares de potasio y reduce los de Ca*™ en el giro dentado. Tal
resultado no se observa si se afiade un antagonista beta-adrenérgico como el propranolol
(Stanton and Heinemann, 1986). Por otra parte, los antagonistas de los receptores al glutamato
NMDA bloguean la potenciacion sinptica inducida por la norepinefrina.

La norepinefrina reduce las corrientes de eflujo de potasio (una corriente de potasio A y una
corriente lenta de potasio dependiente de Ca’™) obtenidas por pulsos despolarizantes en
presencia de tetrodotoxina, sin modificar las de Ca™. Este efecto puede ser bloqueado por el
propranolol, un antagonista beta-adrenérgico, y es remedado por agonistas de estos receptores.
Estos hallazgos sugieren que la norepinefrina deprime las corrientes de potasio mediante la
activacion de receptores beta-adrenérgicos (Sah et al., 1985).

También ha sido demostrado que la norepinefrina o el isoproterenol son capaces de producir un
aumento en la fosforilacién de la sinapsina | y Il, las cuales estan involucradas en la liberacion
del neurotransmisor. Este hallazgo insinla que esta sustancia puede incrementar la liberacion
del transmisor y que parte de su efecto modulador pudiera deberse al incremento de la
liberacion del transmisor (Parfitt et al., 1991).

Nosotros no hallamos evidencias de que la norepinefrina induzca por si sola una potenciacion
sinaptica, sino lo contrario, una depresion sinaptica tardia, lo que pudiera deberse a que la
dosis aplicada no alcanz6 el umbral que parece tener esta potenciacion. Debe notarse que

nuestros experimentos se hicieron en animales con libre movimiento, que no estaban
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anestesiados, lo cual puede ser un factor importante también para explicar esta discrepancia
con resultados obtenidos in vitro. Es decir, se trata de organismos integros, despiertos que
reciben estimulacién exterior, la procesan y generan respuestas. En el caso de los animales
anestesiados, la actividad del Sistema Nervioso esta reducida y en cuanto a las rebanadas, se
trata de partes aisladas donde faltan importantes aferencias. Las diferencias entre animales
anestesiados y despiertos con libre movimiento se hacen evidentes en la gran variabilidad de
las respuestas evocadas en comparacion con la estabilidad de las obtenidas en animales
anestesiados (Lopez Planes et al., 1999;Almaguer-Melian et al., 2000).

Por otra parte, existen evidencias de que la norepinefrina puede tener un efecto depresor sobre
la transmisién sindptica. La administracion de norepinefrina a preparaciones in vitro en
rebanadas de hipocampo, reduce la espiga poblacional y el potencial postsinaptico excitatorio
en CALl, evocados por estimulacién del stratum radiatum (Mody et al., 2003). La estimulacion
eléctrica del locus coeruleus resulta en una supresion primero, y en una activacion después, de
la actividad de las células piramidales de CA3 (Curet and De Montigny, 2003b). Tales efectos
dependen de la activacién de los receptores alfal y beta-2, respectivamente. La activacién de
receptores alfa-2 s6lo provoca supresiéon en CA1l y CA3 (Curet and De Montigny, 2003a). La
reduccién de los potenciales postsinapticos excitatorios producidos por la norepinefrina en CA3,
no se revierte por adicién iontoforética de AMPA, lo cual sugiere que el efecto de la
norepinefrina es mediado por adrenoceptores presentes en las terminales presinapticas de las
fibras glutamatérgicas (Scanziani et al., 1993). Estudios més recientes muestran que el efecto
supresor de la norepinefrina puede ser mediado por interneuronas GABAérgicas (Bergles et al.,
1996). Estos hechos pudieran explicar en alguna medida la depresion observada por nosotros.
Una explicacion alternativa a esta depresion sinaptica tardia proviene de hallazgos anteriores
de nuestro grupo, en los cuales, se ha probado que la estimulacion tetanica de la amigdala
basolateral, cuando no se tetaniza la via perforante, produce también una depresion tardia de la
transmision sindptica basal (Frey et al., 2001). Pudiera ser que la norepinefrina alcance y active
la amigdala y esta a su vez por mediacion del septum (Jas et al., 2000), induzca esta depresion
al liberar acetilcolina sobre el hipocampo. La acetilcolina puede reducir la liberacidon de
glutamato a través de receptores M, presinapticos (Vizi and Kiss, 1998) y con ello reducir la
amplitud de la espiga poblacional observada por nosotros. Evidentemente, la activacion de las
neuronas GABAEérgicas septales también puede ser responsable de esta depresion.

De cualquier modo, este efecto parece implicar cambios neuroplasticos y no sélo interacciones
inmediatas entre neurotransmisores, teniendo en cuenta su aparicion tardia, mas de cuatro

horas de administrada la norepinefrina.
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La norepinefrina promueve la consolidacion (o el reforzamiento) de la LTP

Los resultados del estudio en el cual se aplicé norepinefrina después de inducir una LTP
transitoria (E-LTP) mostraron que esta sustancia es capaz de provocar el reforzamiento y
prolongacion del fendmeno plastico, mimetizando los efectos del reforzamiento motivacional.
La L-LTP inducida en el giro dentado en animales con libre movimiento, con estimulos
repetitivos relativamente fuertes, es bloqueada por antagonistas de los receptores beta-
adrenérgicos y es dependiente de la sintesis de nuevas proteinas (Straube and Frey, 2003).

El reforzamiento de la E-LTP por estimulos motivacionales es mediado por receptores beta-
adrenérgicos (Seidenbecher et al., 1997). También el reforzamiento inducido por estimulacion
de la amigdala basolateral es mediado por receptores beta-adrenérgicos (Frey et al., 2001). El
efecto reforzador de la amigdala basolateral es mediado por el septum, pues la lesién de
fimbria-férnix bloguea el reforzamiento (Jas et al., 2000). Ademas, la estimulacién eléctrica del
septum también puede reforzar una E-LTP, lo que asimismo depende de la activacion de
receptores beta-adrenérgicos (Frey et al., 2003).

Resultados anteriores muestran que la reduccion de los niveles endégenos de norepinefrina
reduce la amplitud y la ocurrencia de la potenciacién sinaptica duradera en el giro dentado
(Stanton and Sarvey, 1985b). Ademas el propranolol, un antagonista beta-adrenérgico bloquea
la induccién de la LTP en el giro dentado del hipocampo (Bramham et al., 1997). Incluso, la
norepinefrina puede producir un cambio en el umbral de induccion de la LTP. Se sabe que
patrones de estimulacion que inducen LTP, no lo hacen cuando se agrega norepinefrina
(Katsuki et al., 1997).

Por otra parte, se ha mostrado que la infusion de norepinefrina en la regién basolateral de la
amigdala mejora el aprendizaje espacial, en tanto que el propranolol lo dafia (Hatfield and
McGaugh, 1999). Durante el aprendizaje de evitacién activa se produce un incremento en la
liberacién de norepinefrina en la amigdala (McGaugh et al., 2002). El clembuterol, un agonista
beta-adrenérgico, inyectado en la amigdala basolateral mejora la retencién del aprendizaje de
evitacién pasiva, lo que sugiere que el efecto del sistema adrenérgico sobre la modulacion de la
memoria puede ser mediado, al menos en parte, por receptores beta-adrenérgicos (Ferry and
McGaugh, 1999).

La activacion de receptores alfal-adrenérgicos puede mejorar la retencidn de la memoria, por
activacion de los receptores beta-adrenérgicos (Ferry et al., 1999b). Los antagonistas de los
receptores alfal-adrenérgicos atentan el efecto del clembuterol sobre la memoria, pero no
modifican el efecto positivo que tienen los analogos del AMPc sobre la memoria. Este resultado
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insinda que los receptores alfal-adrenérgicos pudieran actuar indirectamente a través de los
beta-adrenérgicos, los cuales a su vez incrementarian los niveles de AMPc (Ferry et al., 1999a).
Ratones que no expresan el receptor alfa 1b-adrenérgico (knock out alfalB) muestran una
reduccion en la actividad exploratoria y en el nimero de visitas a los cuadros centrales en el
campo abierto. En tanto, en la prueba de evitacién pasiva mostraron un deterioro en el
aprendizaje de esta tarea (Knauber and Muller, 2000).

Asimismo, el reconocimiento de estimulos novedosos durante la exploracion produce un
incremento en la actividad de las neuronas del locus coeruleus que se extiende de 1-2 s
(Vankov et al., 1995). Este incremento de la actividad produce una potenciacion sinaptica de la
espiga poblacional en el giro dentado, que es mediada por receptores beta-adrenérgicos y dura
unos 20 s (Kitchigina et al., 1997). También los aciertos en el condicionamiento operante son
precedidos de una respuesta fasica del locus coeruleus. Cuando los animales equivocan la
conducta, esta respuesta fasica esta ausente (Aston-Jones et al., 1997;Aston-Jones et al.,
1998).

Estas evidencias y los resultados aqui presentados permiten suponer que el efecto de la
norepinefrina, como mediador del reforzamiento motivacional es similar al propuesto para la
dopamina, es decir activando la cascada: proteina G/adenilato ciclasa/AMPc/PKA/CREB. Por
esta via, el estimulo motivacional induce la sintesis de nuevas proteinas, que luego se insertan
en las sinapsis activadas por el EAFR y de este modo se prolonga la LTP mas alla de las 4
horas. Esto significa que las catecolaminas en general pudieran consolidar modificaciones
sinapticas transitorias en el Sistema Nervioso.

La oxotremorina no consolidé la E-LTP

Los resultados de estudios anteriores permitian suponer que los agonistas colinérgicos de tipo
muscarinicos tendrian también un efecto reforzador sobre la LTP. Sin embargo, las tres dosis
de oxotremorina probadas por nosotros no lograron consolidar la E-LTP en una L-LTP. Aunque
es sugerente el hecho de que las dosis bajas hayan reducido la duracién de la E-LTP, en tanto
la dosis alta no modifico el curso temporal de la E-LTP.

Este resultado es también controversial debido a que estudios anteriores, en rebanadas de
hipocampo de rata, han mostrado que la administracién de agonistas colinérgicos muscarinicos
induce un incremento en la eficacia de la transmision sinaptica, que se desarrolla lentamente
(Segal and Auerbach, 1997;Auerbach and Segal, 1996a;Auerbach and Segal, 1996b) y que
depende de la dosis. Las dosis relativamente bajas inducen lo que se denomina potenciacion
sinaptica duradera muscarinica (LTPm), mientras las dosis altas provocan una reduccion en la

eficacia de la transmision.
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La lesion de la fimbria-fornix, que es la principal aferencia colinérgica al hipocampo, reduce la
duracion de la LTP (Bergado et al., 1996) y bloquea el efecto reforzador de la estimulacion
eléctrica de la amigdala basolateral sobre la E-LTP en el giro dentado (Jas et al., 2000). El
transplante de células septales fetales en animales con lesion de fimbria/fornix restaura la LTP
(Bergado et al., 1997b). También la lesion de esta via reduce la capacidad de aprendizaje
espacial (Cassel et al., 1997;Almaguer Melian et al., 1999) y el transplante septal mejora este
tipo de aprendizaje (Cassel et al., 1992;Dunnett et al., 1993). La lesién del septum medial y el
ndcleo basal de Meynert deteriora el aprendizaje y reduce la plasticidad cortical relacionada con
la adquisicion de habilidades motoras (Conner et al., 2003).

Los estudios en animales envejecidos, en los cuales ocurre de forma espontdnea una
desaferentacion colinérgica por muerte de neuronas colinérgicas en el septum (van der Zee EA
and Luiten, 1999), reproducen las afectaciones en el aprendizaje espacial y de la LTP antes
citadas (Barnes and McNaughton, 1985;de Toledo-Morrell et al., 1988)

Las fibras colinérgicas provenientes del septum inervan las tres capas del hipocampo y del giro
dentado de modo topogréafico (Frotscher et al., 1992). Esta inervacion, junto a la de fibras
GABAérgicas provenientes también del septum, inducen una actividad eléctrica ritmica,
conocida como ritmo theta (Wang, 2001a;Wang, 2001b) (Bland and Bland, 1986;Lawson and
Bland, 1993), la cual se origina a partir de la combinacion de la despolarizacién ritmica de las
dendritas y de la inhibicion del soma de las células principales del hipocampo (Buzséki, 2002).
Los agonistas colinérgicos de tipo muscarinicos a bajas dosis no afectan la transmision basal,
pero facilitan la induccién de la LTP. Las dosis altas deprimen la transmision basal, pero no
afectan la induccion de la LTP. El efecto facilitador parece mediado por receptores colinérgicos
muscarinicos de tipo M1 (Burgard and Sarvey, 1990).

Durante la exploracién, orientacion, el olfateo y el suefio REM (Orr et al., 2001) se produce ritmo
theta. Por otra parte, el pico de excitabilidad de las neuronas principales del hipocampo se halla
estrechamente relacionado con el ritmo theta (Buzsaki, 2002) y las fases de descarga de las
células de lugar (place cell) relacionada a la onda theta, cambia con la localizacién espacial
(O’Keefe and Nadel, 1978;0 Keefe, 1993). La estimulacion con patrones de frecuencia theta es
Optima para inducir la LTP hipocampal (Larson et al., 1986), debido a una disminucién en la
inhibicion y un incremento en la sumacion de excitacion en las fases tardias de los ciclos theta
de la estimulacion (Arai and Lynch, 1992). Estas observaciones, en su conjunto, han sugerido
que el ritmo theta pudiera ser decisivo para el procesamiento de informacion requerido en el

aprendizaje y la memoria.
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Por otra parte, hay correlacion entre la pérdida de aferencias colinérgicas al hipocampo y la
corteza, y el deterioro cognitivo (Ikegami, 1994) y de la funcion sinaptica (Bergado et al.,
1996;Jas et al., 2000). Los agonistas colinérgicos de tipo muscarinico mejoran el aprendizaje y
la memoria (Jerusalinsky et al., 1997) También se ha podido demostrar que durante la
adquisicion de trazos de memoria (Yamamuro et al., 1995;Orsetti et al., 1996) se produce un
incremento en la liberacién de acetilcolina en el hipocampo y en la corteza.

Todo lo anterior sugiere un papel clave del sistema colinérgico en la plasticidad sinaptica en el
hipocampo y el aprendizaje.

Sin embargo, nosotros no encontramos efectos reforzadores sobre la E-LTP. Tal vez se
requieran dosis méas elevadas para lograrlo, como sugiere el patrén de dosis/respuesta
observado en nuestro estudio.

Posibles vias de accion de la norepinefrina y la oxotremorina

La norepinefrina pudiera actuar directamente sobre las células granulares del giro dentado e
inducir la sintesis de nuevas proteinas (receptores beta-adrenérgicos/proteina G/adenilato
ciclasa/AMPc/PKA/CREB), pero también pudiera hacerlo de manera indirecta. Hay dos buenos
candidatos para ser mediadores o contribuyentes del efecto de la norepinefrina: la amigdala y el
septum. La norepinefrina pudiera alcanzar la amigdala, activarla y a través del septum prolongar
la E-LTP, como parece hacer la estimulacion eléctrica de la amigdala.

Mas oportunidad tiene el septum de ser alcanzado por la norepinefrina administrada al estar
muy cerca del ventriculo. La norepinefrina pudiera llegar hasta el septum, activarlo y este a su
vez a través de la fimbria/fornix inducir la sintesis de nuevas proteinas. Se sabe que la
activacion del locus coeruleus, en animales anestesiados, induce un incremento en la actividad
electroencefalografica de la corteza y el hipocampo que parece estar mediado por el septum
medial (Berridge et al., 1996;Berridge and Espana, 2000).

La activacion del septum por la norepinefrina pudiera inducir la liberacion de acetilcolina en el
hipocampo. La acetilcolina puede bloquear varios tipos de corriente de potasio que pueden
provocar la despolarizacion de las neuronas hipocampales. En estas condiciones, la
despolarizacién producida por la activaciéon de los receptores AMPA, que de otro modo no era
suficiente para abrir los canales NMDA, pudiera entonces abrirlos. La apertura de estos canales
provoca la entrada masiva de Ca™, el cual puede activar subtipos de adenilato ciclasa sensibles
a este i6n y con ello la cascada de AMPc/PKA/CREB. Otra posibilidad es a través de la
activacion de receptores colinérgicos de tipo muscarinicos, los cuales desencadenan cascadas
de activacién que eventualmente pueden activar a la PKC. Algunos subtipos de esta enzima
pueden activar la sintesis de nuevas proteinas (Hinoi et al., 2002). Por ejemplo, la calcio-
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calmodulina cinasa Il, activada por el Ca™, puede inducir la sintesis de nuevas proteinas (Hinoi
et al., 2002).

La oxotremorina también pudiera actuar en estas mismas tres estructuras. En el hipocampo lo
haria directamente sobre receptores colinérgicos de tipo muscarinico. En este sentido nuestros
resultados no apoyan esta posible via, pero como ya hemos sugerido a partir de nuestros
resultados, las dosis empleadas parecen haber sido insuficientes para prolongar la E-LTP.
También pudiera actuar sobre la amigdala. Se ha demostrado que la inyeccion de oxotremorina
en la amigdala puede mejorar el aprendizaje (Shibata et al., 1993). La otra posibilidad es que
la oxotremorina inyectada en el ventriculo alcance el septum y activar sus canales sensibles a
ella. La aplicacion iontoforética de acetilcolina o carbacol, un agonista muscarinico, activa esta
region (Segal, 1986). La oxotremorina pudiera activar tanto a las células colinérgicas como a
las GABAérgicas. De hecho se sabe que en las células GABAérgicas son mas abundantes los
receptores muscarinicos M, que son los mas comunes en esta zona del cerebro. En las células
colinérgicas sélo se halla el 8 % de los receptores M, del septum, el resto se encuentra
presumiblemente sobre las céluas GABAérgicas (Levey et al., 1995). Esto pudiera significar un
predominio de la inhibicién, que incluso pudiera contrarrestar cualquier efecto estimulador por
las otras dos vias o por la activacion de las células colinérgicas septales.

Nuestros datos muestran también que el efecto reforzador de la norepinefrina es dependiente
de la dosis. Las dosis bajas produjeron reforzamiento, en cambio, las altas no reforzaron, e
incluso redujeron la duracién de la E-LTP.

Consideraciones sobre el factor dosis

Otros investigadores han encontrado resultados similares. La administracion de distintas dosis
de norepinefrina en cortes de la region CAldel hipocampo demuestran que altas
concentraciones de esta sustancia generan un decremento en la actividad sinaptica mediada
por receptores alfa y dosis bajas provocan un aumento en la eficacia del fenémeno plastico por
activacion de receptores beta y la subsiguiente activacién de AMPc (Mueller et al., 1981).

En general existen al menos dos posibles causas de este comportamiento diferencial. La
primera pudiera estar relacionada con una diferencia en la densidad o distribucion de receptores
alfa y beta en el hipocampo. Existen evidencias de que en todo el hipocampo hay una alta
densidad de receptores del tipo beta, mientras los receptores alfa se concentran en los sitios de
las terminales noradrenérgicas (Crutcher and Davis, 2003). De modo que las concentraciones
bajas pudieran activar sobre todo a los receptores beta, por ser los de mas amplia distribucion
en el giro dentado. La distribucion restringida de los receptores alfa hace menos probable que

interactien con la norepinefrina inyectada en concentraciones bajas. En cambio, cuando se
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aplican concentraciones mas elevadas se incrementan las probabilidades de que se activen
también los receptores alfa. En el hipocampo los receptores alfa-2 se encuentran en su mayoria
en las terminales presinpticas (Milner et al., 2003). Estos receptores pueden reducir la
liberacion de glutamato (Scanziani et al., 1993). La segunda posibilidad es que la norepinefrina
en concentraciones elevadas active a interneuronas inhibitorias. Se sabe que las neuronas
GABAérgicas pueden ser excitadas mediante la activacion de receptores alfa-1, y que estas
reducen la actividad de las neuronas principales del giro dentado (Bergles et al., 1996).

Queda todavia otra alternativa, al menos teéricamente. En condiciones de altas
concentraciones de norepinefrina pudieran activarse otras estructuras o regiones, que a su vez,
por vias indirectas reduzcan la actividad de las neuronas del giro dentado. Por supuesto, estas
alternativas no son excluyentes, de manera que pueden ocurrir ambos fenémenos.

La posibilidad de que los receptores beta-adrenérgicos sean mas sensibles a la norepinefrina
que los receptores alfa-adrenérgicos queda descartada, pues al menos en la periferia, sucede
justamente lo contrario. Los receptores alfa tienen una mayor afinidad por la norepinefrina que
los receptores beta (Guyton and Hall, 1997).

El envejecimiento afecté el reforzamiento de la E-LTP por estimulacién de la amigdala
basolateral y el reforzamiento motivacional

Como el envejecimiento parece dafiar sobre todo el mantenimiento de la LTP, nosotros
estudiamos también los procesos de reforzamiento en animales viejos con y sin déficit cognitivo.
Es bien conocido que con el envejecimiento se deteriora la LTP (Barnes and McNaughton,
1985;Foster and Norris, 1997). Entre las causas probables de esta afeccidn se ha propuesto la
pérdida de espinas dendriticas, del arbol dendritico e incluso la pérdida de neuronas
hipocampales, asi como, una afectaciéon en la homeostasis del Ca™ (Foster and Norris,
1997;Foster, 1999) y desequilibrio oxidativo (Lynch, 1998). Se ha encontrado que con el
envejecimiento se produce una reduccién en el numero de canales del tipo NMDA (Katsuki et
al., 1990;Tamaru et al., 1991;Wenk et al., 1991). Otra posible causa postulada es la intensa
desaferentacién colinérgica al hipocampo (Bartus et al., 1982;Fischer et al., 1994).

Nuestros resultados muestran que el envejecimiento deteriora el reforzamiento de la E-LTP
hipocampal por la estimulacion eléctrica de la amigdala. Resulta interesante, que aunque tanto
en los animales viejos con déficit como sin déficit cognitivo no hay reforzamiento de la LTP, los
animales sin déficit cognitivo tienen una LTP basal similar a los animales jovenes. Esto sugiere
gue el dafio en el efecto reforzador es anterior a los dafios en la plasticidad sinaptica intrinseca
del hipocampo.
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Una posible explicacion a la pérdida del reforzamiento de la LTP en el giro dentado por
estimulacion de la amigdala en los animales viejos es la llamada ‘hipétesis colinérgica’ (Bartus
et al., 1982;Bartus, 2000). En las ratas viejas, se produce una pérdida severa de neuronas
colinérgicas en el septum (van der Zee EA and Luiten, 1999), cuyas terminaciones en el
hipocampo parecen mediar el reforzamiento, pues tanto antagonistas colinérgicos (Frey et al.,
2001) como la lesién de fimbria-fornix impiden el reforzamiento de la LTP temprana por
estimulaciéon de la amigdala (Jas et al., 2000).

Durante el envejecimiento, también pudieran haber disfunciones en la propia amigdala
basolateral, debido a que ella recibe una importante aferencia colinérgica del ndcleo basal
magnocelular, y en este nlcleo también hay pérdida de células con el envejecimiento (van der
Zee EA and Luiten, 1999). Se conoce que los animales viejos con déficit cognitivo presentan
una reduccion del volumen de la amigdala (Soininen et al., 1994). En formas patoldgicas mas
severas, como en las fases iniciales de la enfermedad de Alzheimer, se aprecia una pérdida de
neuronas en la amigdala, asi como una reduccion en las reacciones emocionales (Aggleton,
1993). De manera que la afectacion pudiera ser doble: una directa, por pérdida de neuronas
colinérgicas septales, y otra indirecta, por pérdida de la aferencia colinérgica de la amigdala,
asi como pérdida de neuronas en la propia amigdala, lo cual trae consigo probablemente, el
deterioro de la plasticidad sinptica y el déficit cognitivo.

La estimulacién tetdnica de la amigdala basolateral reduce la liberacion de norepinefrina y
serotonina, en tanto aumenta la de acetilcolina en las ratas jévenes

En general, en el Sistema Nervioso Central el glutamato es el transmisor excitatorio mas
abundante, y el GABA es el inhibitorio. Los demas neurotransmisores, aunque pueden excitar o
inhibir directamente, parecen tener una funcion mas importante modulando la transmision de
informacion, es decir pueden modificar la eficacia con que se transmite una sefial de una
neurona a otra (Dingledine and McBain, 1999;Taylor and Brown, 1999;Kuhar et al., 1999;Frazer
and Hensler, 1999). El hecho de que se hayan encontrado modificaciones en la liberacion de
algunos transmisores neuromoduladores (acetilcolina, norepinefrina y serotonina), resulta
significativo y sugiere de modo robusto que ellos pudieran estar implicados en el reforzamiento
de la E-LTP por estimulacion de la amigdala basolateral. Resultados anteriores han mostrado,
gue esta forma de reforzamiento es mediado por receptores muscarinicos y beta-adrenérgicos
(Frey et al., 2001).

Resulta contradictorio que la estimulacién de la amigdala haya provocado una reduccion de la
norepinefrina y un incremento en los niveles de acetilcolina cuando, justamente sucedi6 lo

contrario en el estudio de la administracion de norepinefrina y oxotremorina. Esto sugiere con
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fuerza que los efectos reforzadores observados tras la administracién de norepinefrina son
producidos por accién de esta sustancia fuera del giro dentado. Apoya también nuestra
suposicion de que la ausencia de efecto reforzador para la oxotremorina fue consecuencia de
una dosis insuficiente, mas teniendo en cuenta, el enorme incremento en la liberacién de ACh
gue acompanfia la estimulacion de la amigdala.

En el caso del reforzamiento motivacional, no se detectaron cambios en los niveles de los
neuromoduladores, y por el contrario hubo una reduccién en la liberacién espontanea de
glutamato y glicina. Estos hallazgos aparentemente contradictorios son de dificil interpretacion
a la luz de los conocimientos actuales, pero indican con claridad que en los mecanismos de
reforzamiento motivacional intervienen otras estructuras ademas de la amigdala, incluso

pudieran implicar mecanismos periféricos, como en el caso de la consolidacion de la memoria.

Se sabe que el aprendizaje de tareas que utilizan estimulos apetitivos o aversivos son
mejorados por adicién de glucocorticoides 0 sus agonistas, en tanto los antagonistas dafan
estas formas de aprendizaje (Roozendaal, 2000;Roozendaal et al., 2003). El efecto reforzador
de los glucocorticoides es mediado por la amigdala (Roozendaal and McGaugh, 1997). Pudiera
ser que el reforzamiento motivacional utilizado por nosotros, que es un estimulo apetitivo,
induzca la liberacion de glucorticoides y que estos contribuyan también al reforzamiento
motivacional de la E-LTP.

El envejecimiento reduce los niveles basales de liberacion de algunos neurotransmisores

En las ratas viejas, nosotros encontramos una reduccion en la liberacion de algunos
neurotransmisores en condiciones basales y lo que es quizds mas importante, ninguna
manipulacion modific6 de manera significativa la liberacion de transmisores. Incluso la
estimulacién con potasio no logré incrementar la liberacién de los transmisores estudiados.
Otros autores han encontrado resultados similares.

Los animales viejos con una mala ejecucion en el laberinto acuatico tienen reducidos los niveles
basales de liberacién de acetilcolina, asi como la liberacion de acetilcolina inducida por
agonistas serotoninérgicos (Lazaris et al., 2003). El incremento en la liberacién de acetilcolina
en la corteza, que inducen los ambientes novedosos en los animales jovenes, se reduce a la
mitad en los viejos (Giovannini et al., 1998), los cuales ademas tienen reducida la liberacion
basal. El incremento en los niveles extracelulares de acetilcolina y corticosterona en el
hipocampo, inducido por el estrés se atenGa en los animales envejecidos (Takei et al.,
1989;Mizuno and Kimura, 1997).
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La estimulacion de la corteza prefrontal medial produce un incremento en la liberacion de
glutamato, aspartato y glicina en la corteza prefrontal en las ratas jovenes que no se da en los
animales viejos (Cobo et al., 1993). De hecho, las concentraciones basales extracelulares se
reducen notablemente (Zhang et al., 1991).

Los niveles de norepinefrina en el hipotdlamo anterior se incrementan frente al estrés
psicoldgico en los animales jovenes. Sin embargo, en los animales envejecidos el incremento
es sustancialmente menor (Wu et al., 1997). El incremento en la liberacion de norepinefrina y
los metabolitos de la dopamina inducido por altas concentraciones de potasio en el nlcleo
paraventricular del hipotalamo se atenta con la edad (Hastings et al., 1996).

Por otro lado, el envejecimiento reduce los niveles basales de dopamina y DOPAC (Santiago et
al., 1993;Gerhardt and Maloney, Jr., 1999), asi como la liberaciébn de dopamina y sus
metabolitos inducida por el estrés en la corteza prefrontral (Del Arco et al., 2001), aunque la
disminucion en la recaptacion pudiera compensar la reduccién en la liberacién (Hebert and
Gerhardt, 1999). Incluso, variaciones mas sutiles en los niveles de dopamina y sus metabolitos,
como las circadianas, se reducen con el envejecimiento (Sano et al., 1992). También decrecen
las cantidades liberadas de GABA (Corsi et al., 1999a), glutamato y aspartato (Corsi et al.,
1999b) en el estriado, en respuesta a agonistas de adenosina A2A. Pudiera ser que en los
animales viejos se produzca una modulacion diferente por estos receptores o que varie su
densidad (Corsi et al., 1997). La apomorfina provoca un incremento en la liberacion de
glutamato y GABA en el nucleo estriado, el cual no se alcanza en los animales viejos (Porras
and Mora, 1995).

Una probable causa de la disminucion en la liberacion del neurotransmisor puede deberse al
aumento de la rigidez de las membranas. La liberacion del neurotransmisor en sinaptosomas de
hipocampo de ratas viejas puede ser revertida por una dieta suplementaria con acidos grasos
omega-3 (McGahon et al., 1999). Este tipo de dieta parece reponer la perdida de &cido
docosahexanoico y acido araquidonico, los cuales estan relacionados con la fluidez de la
membrana.

Algunos reportes muestran que el envejecimiento no modifica la recaptacién de alta afinidad, ni
la liberacion de glutamato en respuesta a altas concentraciones de potasio, (Palmer et al.,
1994). Tampoco modifica la de dopamina y sus metabolitos (Santiago et al., 1993;Stanford et
al., 2000), aunque si puede modificar sus concentraciones basales (Stanford et al., 2000). La
estimulacion eléctrica del nicleo basal de Meynert aumenta la liberacién de acetilcolina e
incrementa el flujo sanguineo en la corteza del |6bulo parietal, tanto en ratas viejas como en las

jovenes (Kurosawa et al., 1989). La estimulacién con altas concentraciones de potasio produce
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un incremento en la liberacion de acetilcolina tanto en ratas jovenes como animales viejos con o
sin déficit cognitivo (Fischer et al., 1991). Los niveles basales de acetilcolina no parecen
afectarse con el envejecimiento, aunque si su respuesta a altas concentraciones de potasio
(Moore et al., 1996). Tampoco los niveles basales de glutamato y aspartato se modifican en los
animales viejos (Cobo et al., 1992).

La capacidad del glutamato de incrementar la liberacion de dopamina y GABA se mantiene
intacta durante el envejecimiento en el estriado, pero no en el nucleo acumbens (Segovia et al.,
1999).

Las contradicciones aparentes en la disminucion o no de las concentraciones de
neurotransmisores y sus metabolitos, pudieran depender de la edad de los animales, de las
grandes diferencias individuales en el deterioro del funcionamiento cerebral durante
envejecimiento, y de los métodos empleados para medir las concentraciones de los diferentes
neurotransmisores.

La reduccion en la liberacion de algunos neurotransmisores y sobre todo el fallo en incrementar
la liberacién en respuesta a las manipulaciones empleadas, puede en parte explicar los
resultados observados en los animales viejos. Los animales viejos con déficit cognitivo tienen
redicida la duracién de la E-LTP, asi como los mecanismos de reforzamiento motivacional y por
estimulacion de la amigdala. Los animales viejos sin déficit cognitivo, en cambio, no manifiestan
afectaciones en la E-LTP pero si tienen dafiado el reforzamiento. Pudiera ser que en los
animales viejos con déficit cognitivo la mayor rapidez de decaimiento de la E-LTP guarde
relacién con los niveles reducidos de glutamato.

En el caso del reforzamiento, pudiera explicarse de modo similar. Segun nuestros resultados y
los de otros autores (Jas et al., 2000;Frey et al., 2001) la norepinefrina y la acetilcolina podrian
ser clave en estas dos formas de reforzamiento. La estimulacion de la amigdala induce cambios
en la liberacion de acetilcolina y norepinefrina en los animales jovenes. Como hemos mostrado,
en los animales viejos con déficit cognitivo los niveles de estos transmisores no se modificaron
con las manipulaciones realizadas, lo cual pudiera ser la causa del fallo en el reforzamiento.
Resulta significativo que los niveles basales de colina, uno de los dos precursores de la sintesis
de acetilcolina, estén reducido en los animales viejos. Esto pudiera implicar una reduccion en la
sintesis de esta sustancia y por tanto explicar, en parte, la ausencia de cambios en los niveles
de acetilcolina como consecuencia de la estimulacion de la amigdala encontrada en los
animales jovenes. Esta demostrado que las dietas suplementarias de colina o fosfatidilcolina

mejoran el aprendizaje y esta Ultima incrementa ademas el contenido de Ach en ratones con
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bajo contenido de este neurotransmisor (Tees, 1999;Gibson and Blass, 2000). Aunque otros
factores, como los mencionados anteriormente también pudieran influir.

De cualquier modo, nosotros no podemos concluir que sea la acetilcolina o la norepinefrina el
neuromodulador involucrado en el reforzamiento de la E-LTP, debido a que nuestros resultados
son contradictorios. Los estudios con los agonistas sugieren a la norepinefrina pero descartan a
la acetilcolina. En cambio, los resultados de la microdialisis cerebral muestran incrementos en
los niveles de acetilcolina y reduccion de norepinefrina como consecuencia de la estimulacién
de la amigdala. Por supuesto, pudiera ser que lo importante sea la interaccién entre los dos o la
participacion de ellos y de otros en una secuencia temporal, tal vez cronolégica, de eventos.
Queda, por tanto para el futuro, la determinacion precisa de qué transmisores actuando sobre
gué estructuras son los actores principales del reforzamiento afectivo.

INTERPRETACION GENERAL

La LTP, una aproximacién experimental para comprender los mecanismos de la memoria
Durante mucho tiempo se ha supuesto que en el procesamiento de informacion durante el
aprendizaje tienen lugar modificaciones en la eficacia sinaptica en los circuitos activados (Cajal,
1894;Cajal, 1911;Hebb, 1949). Justamente la LTP es un cambio duradero en la eficacia de la
transmision sinaptica que depende de la actividad, de modo que satisface esta condicién
atribuida al proceso de aprendizaje y memoria. Por otra parte, existen multiples evidencias que
indican similitudes en los mecanismos moleculares de la LTP y la memoria (Martin and Morris,
2002). Por ultimo, la LTP como la memoria puede ser consolidada por estimulos afectivos
(Seidenbecher et al., 1995).

Nuestros resultados en su conjunto pueden ser explicados a través de la hip6tesis de la marca
sinaptica (synaptic tagging) (Frey and Morris, 1997a). Segun esta hipétesis, la induccién de una
E-LTP en una poblacién sinaptica puede ser prolongada y convertida en una L-LTP, si se
estimula una poblacién sinptica independiente en la misma poblacion de neuronal. En nuestro
caso la induccién de una E-LTP en giro dentado por estimulacion de la via perforante (primer
estimulo: |, Fig. 39) establece una ‘marca’ transitoria en las sinapsis activadas [ll]. La
estimulacion de la amigdala, la activacion inducida por el estimulo motivacional o la
norepinefrina afiadida, pudieran inducir la sintesis de nuevas proteinas relacionadas con la
plasticidad [lll] en esa misma poblacién neuronal. En esta activacion estd implicada la
amigdala, la cual a su vez puede activar al septum y este a través de la via fimbria/fornix (Jas et
al., 2000) induce la sintesis de nuevas proteinas (neurotransmisor modulador). Las proteinas
recién sintetizadas son ‘capturadas’ por las sinapsis activadas previamente (marca sinaptica)
[IV], en las cuales se insertan y prolongan la E-LTP mas alla de las cuatro horas, esto es, la
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convierte en una L-LTP. De este modo, un cambio transitorio en la eficacia de la transmision
sinaptica puede convertirse en una modificacién mas duradera (Frey and Morris, 1997a;Frey
and Morris, 1997b).

La participacion de estos mecanismos en el aprendizaje y la memoria podria ocurrir del modo
siguiente: la informacién sensorial que viene de la periferia, alcanza al talamo y de aqui se
distribuye a dos destinos. El primero implica a la corteza sensorial donde se originan
sensaciones y percepciones complejas de esos estimulos. Esa informacién es luego transferida
a cortezas polimodales como la corteza entorrinal y de ahi al hipocampo a través de la via
perforante. En el hipocampo se produce un cambio de conectividad transitorio que constituye la
huella de memoria de esa informacién. El otro camino que puede recorrer la informacion
sensorial a partir del talamo es alcanzar la amigdala. Esta, a su vez, evalla la informacién
desde el punto de vista afectivo segun este cause placer, desagrado o ninguna de ellas, en
cuyo caso ho se envian sefales de reforzamiento. Cuando el nivel afectivo es elevado las
sefiales limbicas, via septum alcanzan al hipocampo e inducen la sintesis de nuevas proteinas
y de ese modo consolidan el trazo de memoria. Asi, la huella débil y efimera se convierte en
una memoria mas robusta y duradera (Fig. 39).

Con el envejecimiento se producen modificaciones morfoldgicas y funcionales que tienen como
consecuencia, entre otros elementos, el fallo en los mecanismos del sistema limbico para
provocar la consolidacién de los cambios plasticos transitorios y tal vez, del mismo modo, los
relacionados con la memoria. La reduccion de la aferencia septal al hipocampo pudiera ser uno
de los factores claves en este deterioro.
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Fig. 39 Esguema que resume y explica nuestros halazgos. Induccion de la E-LTP en giro dentado por estimulacion de la via perforante (pp), primer estimulo [1] establece una ‘ marca
transitoria en las sSinapsis activadas [I1]. La estimulacion de la amigdala, la activacion inducida por € estimulo emociona o la norepinefrina afladida pudiera inducir la sintesis de nuevas
proteinas relacionadas con la plasticidad [I11] en esa misma poblacién neuronal. En esta activacion esta implicada la amigdala (BLA), la cud a su vez puede activar € septumy este a
través de la via fimbria/fornix induce la sintesis de nuevas proteinas. Las proteinas recién sintetizadas son ‘capturadas por las singpsis activadas previamente (marca sindptica) [IV], en
las cudes se insertan y prolongan la E-LTP més dla de las cuatro horas, esto es la convierten en una L-LTP. De este modo, un cambio transitorio en la eficacia de la transmision
sinptica puede convertirse en una modificacion mas duradera. Con € aprendizgje y la memoria podria ocurrir de modo similar. La informacion sensorial, que viene de la periferia,
acanza a tdlamo y agui puede seguir dos destinos. Llegar a corteza sensoria primaria y luego a cortezas polimodaes como la corteza entorrind y de ahi d hipocampo a través de la via
perforante. En & hipocampo se produce un cambio de conectividad transitorio. El otro camino a partir de tdamo implica a la amigdala, esta a su vez puede activar € septum. El septum
por su parte pudiera inducir la sintesis de nuevas proteinas y de ese modo consolidar un trazo de memoria fragil y de corta duracion. De modo que se convierte en una memoria més
robusta y duradera. Las representaciones de los cortes coronales corresponden a una posicién respecto a bregma de 0.20 y — 3.30 mm respectivamente. A la derecha se muestra un
esquema de una célula granular del giro dentado con los posibles eventos implicados en los reforzamientos de la E-LPT estudiados. Ac, addlinato ciclasa; ; CREB, cAMP response
element binding protein; PKA, proteina cinasa activada por e AMP; PKB, proteina cinasa dependiente de calciocalmoduling; PKC, proteina cinasa C;  p: proteinas relacionadas con la
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CONSIDERACIONES FINALES

Finalmente nos parece importante discutir brevemente nuestros hallazgos y consideraciones en
un marco gnoseoldégico general.

¢Por qué la memoria tiene que ser consolidada? ¢Por qué el proceso es lento? Las respuestas
a ambas preguntas estan intimamente relacionadas. El Sistema Nervioso continuamente recibe
y analiza informacidén acerca de lo que sucede en el exterior y en el medio interno. Si la mayor
parte de esta informacion fuera almacenada el sistema quedaria congestionado muy
rapidamente. Por otra parte, ¢por qué almacenar informacion irrelevante? Evidentemente el
sistema necesita evaluar y decidir qué informacién sera almacenada, porque puede ser criticay
potencialmente util para el futuro. El sistema limbico es la parte del Sistema Nervioso que
realiza esta funcion. No se trata de que toda la informacién que se almacena esté determinada
por el sistema limbico, si no de que él facilita el proceso de consolidaciéon que de otra forma
requeriria, probablemente, de numerosas exposiciones al estimulo. La lentitud del proceso de
consolidacion permite la modulacion afectiva que facilita el proceso de consolidacién de la
informacion relevante (McGaugh, 2000), incluso cuando el animal ha sido expuesto sélo una
vez a la experiencia (Maren, 1996;Kandel et al., 2000;lversen et al., 2000).

Nuestros hallazgos confirman y aportan nuevas evidencias experimentales sobre la importancia
del estado afectivo y de la funcion del sistema limbico en el proceso de consolidacion de la
memoria. M&s aun, permiten proponer un mecanismo celular para explicar como podrian ser
modulada la plasticidad sinaptica por factores afectivos.

Ademas, permiten extender esos principios y conocimientos a otras esferas de interés.
Recientemente, partiendo de los resultados aqui presentados, hemos encontrado que la
estimulacion de la amigdala 15 minutos después del entrenamiento puede mejorar el
aprendizaje en animales con lesién de fimbria/fornix (resultados no publicados.). Este Ultimo
hallazgo nos muestra como la activacion de estructuras limbicas puede modular la actividad de
otras areas cerebrales propiciando no sélo la consolidacion de memoria y la plasticidad
sinaptica, si no que también puede contribuir a la recuperacion de funciones perdidas.

Los estudios en animales viejos demuestran que estos procesos estan severamente afectados
y pueden, por tanto ser causa de agravamiento de los trastornos cognitivos que acompafian el
envejecimiento. Esto es importante por cuanto constituye la primera evidencia de que puede
existir una relacién funcional entre dos de las principales alteraciones del anciano: la pérdida de
la memoria y la distonia afectiva.

Estudios ulteriores podran aclarar, lo que ahora no hemos podido: el o los transmisores que
median el reforzamiento afectivo de la plasticidad sinaptica transitoria. Asi iran emergiendo
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poco a poco, en un devenir paciente e infinito, todos los factores estructurales y funcionales que
subyacen en los procesos de la memoria y aprendizaje. Y ya no sera mas un fenémeno inasible
y sobrenatural fuera absolutamente del conocimiento y de la ciencia. Con las revelaciones
venideras apareceran nuevas preguntas y misterios —porque el conocimiento sélo los aumenta y
multiplica— que nos mantendrdn siempre atonitos y escrutadores ante la maravilla de la
existencia.
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Conclusione y Recomendaciones

CONCLUSIONES

1. La amigdala basolateral es un componente esencial en el sistema neural que interviene
en el reforzamiento de procesos de plasticidad sinaptica por factores afectivos.

2. El reforzamiento motivacional de la potenciacion sinaptica duradera se basa en
mecanismos celulares que requieren de la sintesis de nuevas proteinas, de la misma
forma que los procesos de memoria. Esto confirma la unidad de ambos tipos de
procesos.

3. Es posible modular procesos de plasticidad sinaptica duradera mediante la
administracién, en dosis adecuadas, de agonistas de sistemas neurotransmisores
metabotropicos. La norepinefrina, fue eficaz en bajas dosis, pero no la oxotremorina en
el rango de dosis estudiadas.

4. Con el envejecimiento se deterioran los mecanismos de reforzamiento afectivo de los
procesos de plasticidad sinaptica, tanto cuando este se produce por estimulos
motivacionales como cuando se estimula la regién basolateral de la amigdala. Este
deterioro parece estar funcionalmente vinculado a la pérdida de capacidades cognitivas
gue acompafia al envejecimiento.

5. Estos mecanismos involucran la participacion de sistemas de neurotransmisores que se
modulan de forma compleja, y diferente en los procesos de reforzamiento de la
plasticidad sindptica por factores afectivos. Sistemas metabotropicos como el
norepinéfrico y el colinérgico muscarinico parecen ser de los méas relevantes. El
envejecimiento abole esas variaciones lo cual parece causalmente relacionado con el

deterioro de los mecanismos de reforzamiento a edades avanzadas.
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RECOMENDACIONES

1. Confirmar el decremento de la actividad sinaptica basal provocado por dosis bajas de
norepinefrina y estudiar sus posibles mecanismos.

2. Estudiar si el efecto reforzador de la norepinefrina sobre la E-LTP es dependiente de la
sintesis de proteinas, asi como las vias y estructuras involucradas.

3. Estudiar el efecto de la oxotremorina en dosis superiores a las empleadas en este trabajo y
de otros agonistas muscarinicos.

4. Estudiar el efecto de la administracién de norepinefrina sobre el reforzamiento afectivo de la
LTP en ratas viejas.
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