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1. Introduccion

El estado actual de la ciencia todavia no ha logrado
descifrar el mecanismo por el cual funcionan muchos
farmacos que son de uso comun para diferentes dolencias. El
desarrollo de los agentes farmacologicos para el tratamiento de
los trastornos mentales en multitud de ocasiones ha
comenzado de forma accidental encontrando efectos
terapéuticos de distintas sustancias para este grupo de
enfermedades (e.g. el descubrimiento de la imipramina, un
inhibidor de la enzima MAO a partir del tratamiento de la
tuberculosis). En Europa, el tratamiento de estos trastornos
del sistema nervioso central supone un gasto de 386.000
millones de euros segun el “Cost of disorders of the Brain in
Europe” (Andlin-Sobocki y cols., 2005), y solamente el
trastorno depresivo mayor cuenta con una incidencia del 20%
de la poblacion adulta, siendo considerada como una
enfermedad incapacitante y con wuna estimacion por la
Organizacion Mundial de la Salud como segunda causa de
muerte no natural o invalidez para el ano 2020 en todo el
mundo (Pacher y Kecskemeti, 2004). Aunque el tratamiento de
eleccion para estos pacientes es mediante antidepresivos de
diferente composiciéon o mecanismo de accion, todavia sigue
sin conocerse totalmente la base bajo la cual se desarrolla el
trastorno y la accion farmacologica que explica la no mejoria
completa de los sintomas, la no responsividad de entre el 10 y
el 30% de los pacientes y la recurrencia a lo largo de su vida

de los que si responden al tratamiento.
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En 1972, Janowsky y cols. plantearon la hipodtesis de que
el sistema colinérgico jugaba un papel central en el origen de
los trastornos de animo, afirmando que la base de éstos podia
residir en los balances entre la accion central de los
neurotransmisores acetilcolina y noradrenalina. Segun ellos, la
depresion, seria la manifestacion de una dominancia
colinérgica (Howland, 2009). Mucho ha llovido desde entonces,
descubriendo diferentes sistemas de neurotransmision
afectados en este trastorno emocional y probando los efectos
que la neuromodulacion con psicofarmacos tiene sobre éstos.
Lo que parece claro es que la depresion es un trastorno que
cuenta con un patréon de sintomas mas o menos amplios, que
tiene distintos tratamientos entre los que esta el farmacologico
y que entre estos sintomas cursa con distintas alteraciones del
funcionamiento cognitivo. Una asociacion recurrente en la
literatura relaciona el trastorno depresivo mayor con un
deterioro en el aprendizaje y la memoria (e.g. Contador-Castillo
y cols., 2009; Gotlib y Joormann, 2010). Y también son obvios
distintos efectos secundarios tanto en humanos como en
animales al tratamiento mediante antidepresivos (e.g. Amado-
Boccara y cols., 1995; Riedel y Van-Praag, 1995). Por ello,
diferentes autores entre los que se incluye Parra, 2003,
plantearon una hipotesis de trabajo en la que se intento
investigar las asociaciones que existen entre los sistemas de
neurotransmisién y la memoria y el aprendizaje, suponiendo

unos mecanismos neurologicos comunes que promueven un
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mal funcionamiento de la neurotransmision en la depresion
que queda grabado o aprendido en nuestro cerebro.

Algunas pruebas de ello que desde los anos 70 van
apoyando esta hipotesis serian: los hallazgos relacionados con
la enfermedad de Alzheimer y la neurotransmision colinérgica
(Bartus, 1981; Deutsch, 1971), las acciones conductuales de
los antidepresivos en animales y humanos en pruebas de
memoria (Monleéon y cols., 2008; Myhrer, 2003), el
descubrimiento de las estructuras implicadas en ciertos tipos
de memoria (Paizanis y cols., 2007) que también se verian
implicados en la depresion y los mecanismos celulares que

subyacen a la memoria (McGaugh e Izquierdo, 2000).

Dos de los mecanismos de neurotransmision mas
importantes para estos procesos son el sistema colinérgico y el
serotoninérgico (Jeltsch-David y cols., 2008; Stancampiano y
cols., 1999). Esta tesis tuvo como objetivo investigar la
intervencion de estos dos sistemas mediante la administracion
de sustancias moduladoras post-entrenamiento en una tarea
de evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras de tres
etapas del ciclo vital (pre-puberal, post-puberal y adulta). La
mayoria de experimentos de aprendizaje y memoria son
realizados en sujetos adultos, contrariamente, en este caso se
pretendio observar los efectos que los diferentes farmacos
podian tener en la memoria de sujetos en distinto momento

vital y de forma global en su desarrollo.
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La eleccion de las sustancias escopolamina, fisostigmina y
R-(+)-8-OH-DPAT se justifica por la alusion a éstas en la
literatura mostrando una influencia en diferentes pruebas de
memoria (Myhrer, 2003) y por su gran selectividad para influir
en los dos sistemas de neurotransmision que hemos destacado
como relevantes para la memoria en el marco de un grupo de
investigacion que ha trabajado con distintas sustancias
normalmente con uso clinico para el tratamiento de la
ansiedad o la depresion con accion farmacologica sobre estos
dos sistemas. En este caso las sustancias elegidas no fueron
antidepresivos, sino sustancias mas especificas sobre cada
sistema de neurotransmision para poder observar los efectos
de la manipulacién de uno u otro o ambos en combinacion. La
escopolamina cuenta con un gran apoyo en la literatura como
farmaco deteriorante de la memoria en diferentes tareas por
ser un anticolinérgico no especifico de los receptores
muscarinicos presentes en el hipocampo y en otras
estructuras cerebrales implicadas en la memoria (para una
revision véase Klinkenberg y Blokland, 2010). La fisostigmina,
ha demostrado contrarrestar los efectos de deterioro de
memoria en roedores producidos por otros farmacos en
algunas dosis por ser un inhibidor de la enzima
acetilcolinesterasa, que aumenta la disponibilidad de
acetilcolina (Jafari-Sabet, 2006; Monleon y cols., 2009) y ha
sido utilizada en ensayos clinicos con pacientes de Alzheimer
para disminuir los déficits cognitivos debidos a la enfermedad.

Por ultimo, el R-(+)-8-OH-DPAT, un agonista serotoninérgico
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de los receptores 5-HTia ha mostrado un poder deteriorante en
pruebas de memoria con roedores (e.g. Misane y Ogren, 2000).
Todos ellos se administraron a ratones CD1 machos y
hembras, para mayor representatividad de la naturaleza, bajo
el paradigma de evitacion inhibitoria, una prueba de
condicionamiento emocional de las mas utilizadas en roedores
por su rapidez en el procedimiento, rapidez en el aprendizaje
de los sujetos y que puede ser testada varios meses después
facilmente y de forma fiable (McGaugh e Izquierdo, 2000).
Ademas esta administracion se realizo post-entrenamiento
para observar los efectos de los farmacos en la fase de
consolidacion del aprendizaje y poder separarlos de los efectos
no relacionados con mecanismos de aprendizaje (Gold, 2003;
Power y cols., 2003).

En los parrafos siguientes se presenta el contenido de los

demas capitulos de esta tesis doctoral.

En los primeros capitulos se realizo6 un resumen de los
aspectos mas relevantes relacionados con: la memoria y su
estudio, la anatomia y los mecanismos de neurotransmision
implicados (Capitulo 2), la evitacion inhibitoria y los
mecanismos neurales implicados (Capitulo 3) y el estudio de
los antidepresivos en la tarea de evitacion inhibitoria (Capitulo
4). En el Capitulo 5 se describieron los objetivos e hipétesis
que motivaron la realizacion de esta tesis y los experimentos

realizados con los correspondientes resultados alcanzados se
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presentaron en los capitulos siguientes (Capitulos del 6 al 15,

ambos incluidos).

Estos experimentos versaron en primer lugar sobre la
administracion de escopolamina 'y R-(+)-8-OH-DPAT
(Experimentos 1-3 y 5-7). Los Experimentos 1 y 5 se realizaron
con sujetos pre-puberales, los Experimentos 2 y 6 con sujetos
post-puberales y los Experimento 3 y 7 con sujetos adultos,
machos y hembras en todos los casos. El Experimento 4 se
realizd con sujetos controles, sin tratamiento para observar las
diferencias de aprendizaje de la misma tarea de evitacion
inhibitoria en sujetos de distintos proveedores. Finalmente, los
Experimentos 8-10 trataron de observar los efectos de la
fisostigmina y el R-(+)-8-OH-DPAT en ratones prepuberales
(Experimento 8), post-puberales (Experimento 9) y adultos

(Experimento 10), en machos y hembras en todos los casos.

Por ultimo y para concluir, los capitulos 16, 17 y 18
recogen la discusion general, las conclusiones y las referencias
bibliograficas consultadas para la realizacion de esta tesis

doctoral.




CAPITULO 2:
MEMORIA
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2.1. Introduccion.

Al intentar definir la memoria, a uno le viene al
pensamiento algin hecho de su pasado que ha sido
importante para si mismo, un acontecimiento familiar, una
persona importante, un lugar... y aunque actualmente
sabemos que existen muchos tipos y clasificaciones de lo que
llamamos memoria, podriamos afirmar que es un proceso
mental superior que ha llamado la atencion de muchos y se ha
intentado analizar de muy distintas maneras, buscando pistas
para interpretar algo tan dificil de explicar. Aun asi podemos
decir que es algo que nos permite almacenar y casi siempre
(que no siempre) recuperar algian tipo de informacion de

diferente naturaleza.

Por ser un fenémeno tan curioso, muchos autores han
intentado definir este proceso y estudiarlo cada uno desde una
perspectiva distinta. Ya en la antigua Grecia encontramos
pensadores que intentaban conceptualizar lo que hoy dia

entendemos como memoria.

Para Platon la memoria era considerada como una tabla de
cera en la que se puede grabar una huella que permanece en
el tiempo cuando esta se ha marcado intensamente y para
Aristoteles, creador de las leyes del asociacionismo, se seguian
unos principios para la recuperacion de la informacion:

similaridad, contraste y contigtiidad.

Herman Ebbinghaus (1879), fue el primero en estudiar de

forma cientifica un proceso cognitivo tan complejo como la
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memoria, midiéndola y realizando experimentos con contenido
verbal usando listas de silabas sin sentido. Abordé el tema del
olvido y proponiendo unas leyes aplicables al estudio de este

proceso cognitivo de manera objetiva.

William James en su obra clasica “Principios de Psicologia”
(1932) ya diferenciaba dos tipos de memoria, la primaria y la
secundaria. La primaria era fragil y su duracién corta y la
secundaria era permanente y consistia en la informaciéon

acerca de hechos pasados en la vida de las personas.

Con criticas al trabajo de Ebbinghaus, por limitarse a un
estimulo simplista, por no tener en cuenta actitudes ni el
conocimiento previo del sujeto y por no tener aplicaciéon a los
aprendizajes de relevancia de la vida cotidiana, Frederick C.
Bartlett en su obra “Remembering” (1932) dio su propia
definicibn del recuerdo como proceso esquematico que
interpreta los estimulos en base a un conocimiento previo en
forma de esquemas o modelos adquiridos por la experiencia

vivida.

2.2. Clasificacion de la memoria.

En referencia a la taxonomia, clasificacion y estadios de la
memoria a lo largo de la historia, podemos encontrar
diferentes modelos y criterios de clasificacion, relacionandola
con diferentes tipos de aprendizaje y distintos enfoques de lo

que seria el propio proceso en si, ya que como hemos visto
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desde el comienzo del estudio de la memoria han aparecido
voces totalmente contrapuestas. Algunas de esas

clasificaciones las veremos a continuacion.
Memoria a corto plazo / Memoria a largo plazo:

Esta categorizacion sigue un criterio temporal, es decir,
divide la memoria en base al tiempo. La distincion se entiende
bajo el punto de vista de la memoria como multialmacén, que
defiende la existencia de distintos almacenes de memoria con
distintas propiedades y a través de los cuales va pasando la

informacién secuencialmente.

Atkinson y Shiffrin, en 1968, proponen este modelo como
forma de estudiar la memoria, describiendo la entrada de
informacion a través de un tercer tipo o almacén de memoria a
lo que llamaran memoria sensorial. Después, la informacion se
codifica y almacena por un corto periodo de tiempo en lo que
llamara memoria a corto plazo, donde hay un espacio limitado
para unidades de informacion por un tiempo determinado y
tras el cual, en ocasiones se trasvasara a un almacén con
capacidad y persistencia ilimitadas, es decir, pasara a la

memoria a largo plazo.

En la memoria a corto plazo en principio se penso que la
informacion era almacenada con un formato auditivo-verbal-
linglistico (Atkinson y Shiffrin, 1968; Conrad, 1964), aunque
investigaciones posteriores han aportado pruebas a favor de
que también podemos encontrar representaciones visuales en

ella (Cooper y Shepard, 1973; Posner, 1978).
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Consolidacién

Informacion | Memoria a —_ | Memonia a
Sensoral | Corto Plazo -— | Largo Plazo
8 |
- R4
| ——
Repeticion

Fig. 2.1. Modelo multialmacén o secuencial. Extraido de Carlson (2014).

Una mencion especial requiere lo que actualmente
conocemos como memoria de trabajo, ya que algunos la
equiparan a lo que hemos llamado memoria a corto plazo del
modelo multialmacén y otros la definen como entidad propia
entre los dos procesos. Se podria explicar como el
almacenamiento temporal de informacion que necesita
mantenerse accesible mientras esta siendo procesada y es
puesta en funcionamiento en el aprendizaje de habilidades
complejas en las que hay un uso simultaneo de distintos tipos
de informacion. Fue definida por Baddeley en 1974
(Wickelgren, 1997; Baddeley, 1998) explicando que con la
memoria de trabajo se establecia una conexiéon entre memoria,
percepcion y atencion con diferentes subcomponentes que
interactian (no almacén unitario) y lo relacioné con lo que
hemos Illamado memoria a corto plazo aunque con
posterioridad algunos autores la han separado de ésta,

concibiéndola como una entidad en si misma incluso
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estableciéndola en areas cerebrales distintas (Barros y cols.,

2005; Izquierdo y cols., 2002).

Memoria declarativa o explicita / Memoria no declarativa o

implicita:

Esta distincion y clasificacion de la memoria se basa en un
criterio de contenido de la memoria y normalmente se refiere a
tipos de memoria a largo plazo (Vianna y cols., 2000) que se
pueden observar en la memoria humana. Ha recibido varios
nombres a lo largo de la historia (Squire y cols., 1993; Squire y

Zola, 1990).

La memoria no declarativa, implicita o procedimental es la
relacionada con los aprendizajes mas basicos. Son los
recuerdos no conscientes en que se basan nuestros habitos
perceptivos y motores; es automatica, consciente y dificil de
verbalizar. Mejora con la practica y con la experiencia e incluye
varios tipos de habilidades, los cuales son inconscientes y

vienen expresados a través de la ejecucion.

Su aprendizaje es lento pero mas estable y seguro que en
el caso de la memoria declarativa (Squire y Zola, 1996). Se han
hecho también varias clasificaciones de los tipos de
aprendizaje que incluye, entre los que en primer lugar se
diferencia el aprendizaje asociativo del no asociativo. El
aprendizaje no asociativo se produce cuando se expone a un
sujeto, una o repetidas veces, a un solo tipo de estimulo,
adquiriendo experiencia y no teniendo necesariamente una

relacion temporal. De este tipo son los aprendizajes que se dan
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en la vida cotidiana como la habituacion y la sensibilizacion.
La habituacion es el proceso por el cual una respuesta refleja
disminuye ante la presencia repetida de un estimulo inocuo.
La sensibilizacion por el contrario, consiste en la
intensificacion de una respuesta refleja ante estimulos
moderados que sean precedidos de otros intensos o nocivos
(Bailey y cols., 1996; Morgado, 1998). Por otra parte, como
tercer tipo de aprendizaje no asociativo, encontramos la
impronta, fenémeno muy discutido por ser considerado por
una parte de la ciencia como conducta de tipo innato (no
aprendido) pero que otros definen como forma de aprendizaje
no asociativo en la cual algunos animales que nacen en un
estado relativamente avanzado (precociales), en los primeros
dias aprenden a acercarse y a seguir al primer objeto
relativamente grande que ven en movimiento (que

normalmente es su madre).

El aprendizaje asociativo, por otra parte, se define como el
que se produce por relacion de varios eventos, un estimulo y
una respuesta, una respuesta y sus consecuencias o bien dos
o mas estimulos entre si. Aqui podriamos incluir en primer
lugar el aprendizaje perceptivo, que es el que permite que un
sujeto después de percibir cualquier tipo de estimulo una o

varias VECES, S€a capaz de reconocerlo.

Ademas, dentro de esta categoria, cabria definir dos de los
paradigmas de aprendizaje mas estudiados que son el

condicionamiento clasico y el condicionamiento operante o
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instrumental (Kandel y cols., 1997). Por una parte, en el
condicionamiento clasico, la asociaciéon repetida entre un
estimulo originalmente neutro y un estimulo incondicionado
que produce una respuesta refleja, hace que el primer
estimulo por si solo produzca la respuesta que en principio
era incondicionada y después de esta asociacién pase a ser
condicionada. Por otra parte, en el condicionamiento
instrumental se produce la asociacion entre un estimulo y una
respuesta, es una forma de aprendizaje mas flexible ya que
permite que el organismo modifique su conducta en funcién de
las consecuencias de la misma. Esta asociacion permite la

adquisicion inicial y ejecucion de los aprendizajes.

Algunos autores, siguiendo con la memoria implicita o no
declarativa y el aprendizaje asociativo, incluyen también el
aprendizaje de habilidades, de tipo motor o procedimental, que
son las destrezas para operar en el mundo (Squire y cols.,
1993; Gabrieli, 1998). Aqui incluyen también los habitos ya
que igual que las habilidades se pueden adquirir de forma

inconsciente y automatica.

Finalmente, encontramos la otra categoria principal de
memoria, la memoria explicita, declarativa o relacional, que
implica la adquisicion, retencion y recuperacion de
conocimientos que puedan ser recordados de forma consciente
e intencional (Alvarez y Squire, 1994; Baddeley, 1994; Bailey y
cols., 1996; Gabrieli, 1998; Morgado, 1998; Reber y cols.,
1996; Squire y Zola, 1996; Thompson y Kim, 1996) y que
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pueden verbalizarse a través del lenguaje (declarativa). Esta
memoria nos permite ser conscientes de la tarea aprendida,
pudiendo describirla si queremos (Thompson y Kim, 1996)
pueden ser recordadas por un acto deliberado de evocacion
(Kandel y cols., 1997), son aprendizajes rapidos pero menos
duraderos que los que requieren de la memoria implicita ya

que son mas flexibles.

Dentro de la memoria declarativa, se pueden distinguir dos
tipos (Rolls, 2000): la memoria episodica, que se refiere a la
memoria autobiografica, de los eventos que tuvieron lugar en
un determinado contexto espacial y temporal (Duka y cols.,
1996; Gabrieli, 1998; Klein, 1994; Squire y cols., 1993), ésta
es esencial para orientarse en el tiempo y el espacio; y por otro
lado, la memoria semantica, mas genérica y hace referencia a
los conocimientos que se tienen del mundo (Nyberg y Tulving,

1996).

MEMORIA ATLARGO PLAZO

+ MEMORIA NO DECLARATIVA O IMPLICITA
- Aprendizaje no asociativo
* Habituacion
= Sensibilizacion
- Aprendizaje asociativo
* Condicionamiento clasico
*  Condicionamiento instrumental u operante
* Habilidades y habitos (procedimental)
+ MEMORIA DECLARATIVA O EXPLICITA
= Semantica
= Episodica
= Espacial

Fig. 2.2. Esquema de clasificacién de la memoria a largo plazo.
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Ademas de repasar todos estos tipos de memoria y
clasificaciones nos detenemos ahora en los procesos de
codificacion, consolidacién y recuperacion, caracteristicos de

toda la memoria.

En primer lugar, la informaciéon sensorial entra en nuestro
sistema nervioso y llega a lo que hemos llamado memoria a
corto plazo; esto es el proceso de codificacion de la
informacion. Después, la informacion pasara desde el almacén
de corto plazo a la de largo plazo en lo que llamariamos
almacenamiento o consolidaciéon, y para hacer esta
informacion disponible y recordar lo que se ha almacenado se

pondria en marcha el proceso de recuperacion.

Aparte de éstos, aparecen dos fenomenos mas en la
memoria que podemos comentar que son el olvido, que
consiste en la pérdida normal de la informaciéon almacenada
en la memoria y la extinciéon, que sobretodo hace referencia a
los aprendizajes de condicionamiento (memoria no
declarativa), en los que la disminucion de la intensidad y
desaparicion gradual de la respuesta previamente
condicionada es consecuencia de la presentaciéon repetida del
estimulo que nos provocaba la respuesta sin el estimulo
incondicionado, o en el caso de una respuesta instrumental, se
produce una desaparicion de la respuesta por desaparicion del

refuerzo de ésta.

Estos procesos son importantes porque al analizar el

aprendizaje de la tarea de evitacion inhibitoria nos
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detendremos en los distintos componentes o momentos de la
memoria para determinar en cual de ellos estamos influyendo,
ya que existen experimentos distintos disenados para

intervenir en los distintos subprocesos.
2.3. Anatomia del aprendizaje y la memoria.

No existe una estructura tan especializada ni un unico
centro donde se almacene fisicamente la informacién como
podria pensarse cuando hemos descrito los procesos mnésicos
y el modelo de almacenes de memoria, sino que segin han
mostrado las investigaciones mas recientes son varias las
estructuras y sistemas neuronales implicados en una

capacidad tan compleja como esta.

Ademas, como hemos visto anteriormente, existen
distintas clasificaciones de memoria, de tipos de aprendizajes y
subprocesos de esta funcion cognitiva que complican mas aun
el ubicarla en una entidad fisica tnica como seria una
estructura cerebral concreta. En palabras de Kandel y cols.
(1997) “las bases neurales de la memoria se resumen en dos
principios generales: (1) la memoria tiene fases, y (2) la
memoria se localiza en diferentes lugares en todo el sistema

nervioso.”

Existen tres casos clinicos que fueron reveladores por
excelencia de los sistemas encefalicos responsables del
almacenamiento a corto plazo y la consolidacion de la
informacion declarativa y son reconocidos por neurélogos y

psicologos de todo el mundo; éstos son los pacientes H.M.,
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N.A. y R.B. (Purves, 2008). Tomados los tres casos en
conjunto, proporcionan pruebas irrefutables de la relevancia
de estructuras diencefalicas de la linea media y temporales

mediales, entre ellas destacan las siguientes:
Formacion hipocampal

La formacién hipocampal esta localizada en la zona
profunda del l6bulo temporal medial y esta constituida por la
corteza entorrinal, el complejo subicular, la circunvoluciéon
dentada y el hipocampo. El hipocampo desde el principio ha
sido el centro neural por excelencia considerado como un
almacén de informacion por las primeras investigaciones sobre
anatomia de la memoria pero con posterioridad, aunque
importante, se ha considerado como una de las estructuras
temporales mediales que interviene junto a otras en este
proceso, siendo considerado un almacén temporal de memoria
donde se guarda informacién a consolidar (Squire, 1993). Esta
estructura, al igual que sus multiples conexiones, es crucial
en muchos tipos de memoria ya sea en humanos como en
animales. En humanos, parece estar muy relacionada con la
memoria declarativa (Eichenbaum, 1999; Eichembaum y cols.,
1996; Squire, 1993). Se ha observado que un dano bilateral en
el hipocampo produce amnesia anterograda severa (Squire y
Zola, 1996) y su papel principal parece que sea el de organizar
nuestra memoria manteniendo en relacion recuerdos
adquiridos de forma independiente y permitiendo el acceso a

un conjunto de memorias relacionadas una vez se activa la
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recuperacion de una memoria particular (Alkon y cols., 1991).
Las lesiones en la formacion hipocampal causan deterioros en
la memoria declarativa y de acontecimientos recientes (Squire

y cols., 2001).

Es también crucial en el aprendizaje y la memoria al
establecer extensas y reciprocas conexiones con la neocorteza
(Gluck y Myers, 1998; Lavanex y Amaral, 2000; Rosembaum y
cols., 2001) y esencial para la memoria declarativa en
humanos, tanto semantica como episodica (Cipolotti y cols.,
2001; Eichembaum, 2001; Eichembaum y cols., 1996; Gluck y
Myers, 1998; Nadel y Bohbot, 2001; Nadel y Moscovitch, 1997;
Rolls, 2000; Suzuky y Clayton, 2000), mediando en Ila

secuenciacion y el contexto de la informacion.

La pérdida de volumen hipocampal que se genera en la
depresiéon explicaria problemas de memoria que se producen
en estos trastornos (Sheline y cols., 1999) y podria ser el
resultado del aumento de la muerte neuronal por niveles
distintos de glucocorticoides en las células piramidales CA3

del hipocampo (Sapolsky, 2000; Sapolsky y cols., 1986).

En cuanto al papel del hipocampo en animales, éste es
relevante para el aprendizaje relacional, espacial, olfativo y en
los condicionamientos (Ambrogi Lorenzini y cols., 1999; Chan
y cols., 2001; Eichembaum, 1999; Squire, 1993). Su lesion, al
igual que en humanos, produce un deterioro en la memoria en
la cual se necesita de claves contextuales (Rosembaum y cols.,

2001). Ademas, el fornix, mayor proyeccion hipocampal
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subcortical en el cerebro, cuando se lesiona, provoca
deterioros de memoria (Squire y Zola, 1996). En animales, el
entrenamiento en algunas tareas, incrementa la fosforilacion
hipocampal del CREB, pero no en aquellos que tenian el fornix
lesionado y que ademas no fueron capaces de aprender

(Taubenfeld y cols., 1999).

Cabe mencionar el fenomeno que en principio se observo en el
hipocampo y luego se encontré en otras estructuras cerebrales
de la potenciaciéon a largo plazo, siendo un tipo de plasticidad
sinaptica que parece ser el cambio neuronal capaz de
proporcionar una base para el aprendizaje y la memoria

(Malenka y Nicoll, 1999).

Corteza limbica y reas de Cerebro anterior basal
asociacién sensorial especifica

Niicleos septales

I J ¥ otras estructuras
Corteza | Corteza

perirrinal | parahipocampal Fornix

Formacion

hipocampal

via Giro
perforante |7| dentado

Corteza entorrinal

(capa II)

Corteza entorrinal
(capa IIT)

Corteza entorrinal
(capa Vy VI)

Complejo
subicular

Fig. 2.3. Estructuras de la region hipocampal y asociaciones con otras

estructuras sobretodo temporales. Adaptado de Gluck y Myers (1998).
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Amigdala

Como en el hipocampo, inicialmente se pensé que la
amigdala era el centro de memoria donde se almacenaban las
claves para el reconocimiento de los objetos a largo plazo.
Experimentos posteriores refutaron estas hipétesis y
apuntaron en la direccion de la importancia de ésta para la
memoria de tipo emocional (McGaugh, 2000; McGaugh y cols.,
1996; Roozendaal, 2000; Roozendaal y McGaugh, 1996) en los
que el recuerdo emocional se bloquea tras la lesion de esta

estructura.

De acuerdo con Torras y cols., (2001) la amigdala es el
sistema modulador de la memoria en el condicionamiento del
miedo y modularia el almacenamiento de la memoria en otras
regiones del cerebro, como son el nucleo caudado y el
hipocampo. Esta ademéas se relaciona en los efectos de los
glucocorticoides y la epinefrina en la memoria (McGaugh y
cols., 1996; Roozendal, 2000) al igual que en la potenciacion a

largo plazo (Kim y Jung, 2006; Maren, 2005).

La amigdala, al estar relacionada con aprendizajes
emocionales y con el almacenamiento de memorias afectivas,
forma asociaciones entre estimulos y recompensas que
ayudarian a establecer un significado emocional de algunos
contextos, tanto en animales como en seres humanos (Adolphs
y cols., 1998; Anderson y Phelps, 2001; Garcia y cols., 1999;
Maren, 1999; McGaugh y cols., 1996; Morris y cols., 1998;

Torras y cols., 2001) y juega un importante papel en
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condicionamientos clasicos (Schafe y LeDoux, 2000; Wilensky

y cols., 2000).
Otras estructuras

Ademas de las dos estructuras mas importantes
explicadas en este capitulo, otras estructuras implicadas en
procesos de memoria y aprendizaje serian el cerebelo y el
cuerpo estriado (compuesto por los nucleos caudado y
putamen). La primera de las partes, el cerebelo se ha
concebido como lugar donde se almacenan los recuerdos de
las habilidades sensoriomotoras aprendidas (Pinel, 2001). Se
ha estudiado su funcion en el condicionamiento pavloviano de
la respuesta del parpadeo del conejo mostrando un papel
crucial para condicionar esta conducta (Daum y Schugens,
1996).

El cuerpo estriado, parece que almacena los recuerdos que
se forman a lo largo de muchos ensayos (habitos y destrezas),
para establecer relaciones entre estimulos y respuestas y que
actia en paralelo junto al hipocampo y la amigdala (Ambrogi

Lorenzini y cols., 1999).

Por ultimo, deberiamos hacer referencia a diferentes partes
de la corteza cerebral, que aunque no son areas especializadas
en procesos mnésicos se han confirmado como implicadas en
diferentes tipos de memoria. Para la memoria declarativa,
ademas de estructuras del lobulo temporal medial y el
hipocampo también cabria senalar la corteza cerebral

(Eichembaum y cols., 1996). Ademas pacientes con dafno en
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ciertas areas corticales son incapaces de recordar la secuencia
temporal de los acontecimientos (Wood y cols., 2000). Para el
reconocimiento de objetos, la corteza de asociacion jugaria un
papel esencial (Carlson, 2014) y diversos estudios describen la
corteza cerebral como el lugar donde la informacion adquirida
y guardada temporalmente en el hipocampo es almacenada de

forma permanente (Matynia y cols., 2001).

Cada zona del neocortex es responsable para determinado
tipo de percepcion: el 16bulo inferotemporal participaria en la
memoria de estimulos visuales concretos y de reconocimiento
visual de objetos complejos (Carlson, 2014); el l6bulo parietal
posterior, se relaciona con la percepcion espacial y su lesion
produce deterioro en tareas como la navegacion (Kolb y
Walkey, 1987) y el lobulo temporal medial, junto con la
amigdala y el hipocampo juegan un papel muy importante en
la formacion de memoria relacional de acontecimientos y la
formacion de nuevos aprendizajes en general (Stefanacci y

cols., 2000).
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| MEMORIA A LARGO PLAZO

‘ DECLARATIVA (EXPLf('ITA) ‘ | NO DECLARATIVA (IMPLICITA) ‘
Hechos y Habilidades Categorizar ~ Priming Aprendizaje Aprendizaje
acontecimientos y habitos bdsico asociativo  no asociativo

Instrumental Emocional  Muscular

Lol

Amigdala Amigdala  Cerebelo
(Centro (Hipocampo) (Hipocampo)

del placer)
Estriado
(Corteza cerebral) Neocorteza Vias del reflejo
Hipocampo Ganglios basales
Lobulo medial temporal Cerebelo
Diencéfalo Corteza motora
(Estriado)

Fig. 2.4. Clasificacion de la MLP y las estructuras cerebrales asociadas
(adaptado de Thompson y Kim, 1996; Thomson, 2005). Entre paréntesis se

indican otras estructuras implicadas con menor importancia.
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CAPITULO 3:
EVITACION
INHIBITORIA
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3.1. Introduccion

De entre los procedimientos para estudiar los procesos de
aprendizaje y memoria en animales podemos encontrar una
gran variedad en funcion de la modalidad de aprendizaje que
se quiera analizar (aprendizaje espacial, emocional, de
miedo...) y del paradigma elegido para el aprendizaje a
cuantificar. Uno de los mas utilizados es la prueba de

evitacion inhibitoria, también llamada evitacion pasiva.

En los experimentos de farmacologia, la evitacion
inhibitoria ha sido un procedimiento de eleccion con gran
tradicion y se ha utilizado para demostrar la relacion entre
diferentes momentos de administracion de un farmaco y el
aprendizaje de una tarea. Las razones para la eleccion de este
paradigma han sido su fiabilidad, su facilidad de uso y su
rapidez de ejecucion, ya que la tarea es aprendida por los
animales en un solo ensayo y puede seguir testandose durante

meses (McGaugh e Izquierdo, 2000).

La prueba de evitacion inhibitoria consiste en la evitacion
de un estimulo aversivo para el sujeto de experimentacion
mediante una conducta que aprende en contra de su
comportamiento innato. Después veremos que hay diferentes
modalidades en funcion de la conducta que aprende el sujeto

para evitar este estimulo aversivo.

En general, en cualquier modalidad de prueba de evitacion

pasiva o inhibitoria, este tipo de condicionamiento tiene unas
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peculiaridades que se tienen que tener en cuenta cuando se va
a realizar y planificar un experimento con una tarea de
evitacion inhibitoria que segiin Bures y cols. (1983) son las

que siguen:

a) La conducta activa que debe ser inhibida, ha de ser bien

definida, ser reproducible y facilmente medible.

b) El estimulo aversivo debe estar claramente asociado con

la conducta activa que se debe inhibir.

c) El hecho de que sea una situacion aprendida y de gran
carga emocional para el animal (emociones de miedo y dolor) y
la simplicidad de la conducta que tiene que producir el animal
(es decir, no mostrar una conducta), hace que el proceso de
adquisicion de ésta sea muy rapido. La mayoria de las tareas
de aprendizaje que tienen una Unica sesion de adquisicion o
ensayo son tareas de evitacion inhibitoria, que es una gran

ventaja como hemos comentado anteriormente.

d) La rapidez en la adquisicion permite establecer el

momento en que la informaciéon entra en el sistema nervioso.

e) La retencion de la informacion se mide mediante la
comparacion de la conducta antes y después de haberse
producido el aprendizaje, o bien comparando la conducta de

animales no entrenados y animales que si lo han sido.
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3. 2. Modalidades de evitacion inhibitoria

Existen distintas modalidades de este procedimiento o
variantes en cuanto a la instrumentacion (caja de evitacion) y
en como se desarrolla la prueba, como hemos comentado en
este capitulo anteriormente. Entre estas variantes podemos
destacar la modalidad de “descenso del escalon” o step down,
uno de los mas empleados dentro de esta tipologia de pruebas
(Bammer, 1982; Bures y cols., 1993; Izquierdo y cols., 2006;
Jafari-Sabet y cols., 2014). Esta técnica descrita por Jarvik y
Essman en 1960 (Bures y cols., 1983) consiste en colocar una
plataforma de madera en un compartimento de la caja, el
suelo del cual consiste en una rejilla con la que se le
proporciona una descarga eléctrica al animal al descender de
la plataforma de madera. El animal se coloca como punto de
origen sobre la plataforma central, registrandose el tiempo que

tarda en descender de ésta.

Esta modalidad ha sido muy utilizada como modelo
experimental a partir de la década de los 90 para investigar la
memoria y los efectos que distintos farmacos tienen sobre ésta
y el aprendizaje en roedores, tanto en ratones (Sansone y cols.,
1993; Zarrindast y cols., 1996; Senda y cols., 1997) como en
ratas (Zanatta y cols., 1996; Izquierdo y cols., 1997; Paratcha
y cols., 2000; Rubin y cols., 2001).
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Fig. 3.1. Representacion esquematica del procedimiento de evitacion

inhibitoria “descenso del escalén”. Adaptado de Bures y cols., 1983.

Otra modalidad muy empleada para este tipo de estudios,
es el llamado “test de los dos compartimentos” o two-
compartment test, desarrollado por Kurz y Pearl en 1960
(recogido en Bures y cols., 1983), consiste en la divisiéon de la
caja de evitacion en dos compartimentos, uno iluminado y
grande y otro pequefio y oscuro conectados por una pequena
puerta deslizante, que permanece abierta un tiempo hasta que
el animal, que se coloca de origen de espaldas a la puerta en el
compartimento grande, ha explorado todo el espacio de los dos
compartimentos (se toman medidas de los tiempos que el
animal permanece en ambos); es entonces cuando se recluye
al animal en el compartimento pequeno y oscuro y se le
propicia una descarga intermitente durante un tiempo
determinado. El test de recuerdo debe hacerse a partir de las
24 horas después, midiendo el tiempo que el animal pasa
explorando cada compartimento y lo que tarda en pasar al

compartimento pequeno y oscuro.
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Exploracion Aprendizaje Test de Retencion

Fig. 3.2. Representacién esquematica del procedimiento de evitacion

inhibitoria “test de dos compartimentos”. Adaptado de Bures y cols., 1983.

Por otra parte, dentro de las modalidades de evitacion
inhibitoria, encontramos la “supresiéon del picoteo” o
supression of pecking, procedimiento utilizado en otras
especies como gatos y polluelos en la que se utiliza el estimulo
de la comida o bebida (en supresion del lametazo) como

reclamo para animales hambrientos o sedientos.

La modalidad mas utilizada en roedores junto con la
primera de las que hemos descrito, de “descenso del escalon”,
es la de “pasar a través de” o step-through. La técnica fue
descrita por primera vez por Jarvik y Kopp en 1967 y
modificada por King y Glasser en 1970 (recogido en Bures y

cols., 1983).

Como senalan Bures y cols. (1993), los ratones y ratas son
animales nocturnos, evitan la luz intensa y tienen preferencia
por la oscuridad; y cuando se colocan en un lugar con gran

iluminacién y tienen la posibilidad de huir hacia la parte mas
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oscura, tienen un comportamiento innato que les lleva a
hacerlo. En este procedimiento se coloca al animal en una caja
dividida en dos compartimentos de iguales dimensiones, uno
iluminado y el otro no. Estos dos compartimentos estan
comunicados a través de una puerta que se abre y se cierra. El
roedor se coloca en el compartimento iluminado o de salida, y
tras unos segundos de adaptacion al aparato, se abre la
puerta que comunica los dos espacios. Los animales, por la
tendencia natural mencionada anteriormente, cruzan
rapidamente al compartimento oscuro. En cuanto el animal ha
introducido sus patas en la zona oscura, recibe una descarga
eléctrica a la vez que se cierra la puerta que separa los dos
compartimentos, quedandose recluido en esa parte, después
es retirado y devuelto a su jaula. En el procedimiento habitual
la prueba de retencion se realiza 24 horas después del
entrenamiento (e.g. Honarmand y cols., 2014). En nuestro
caso, dicha fase de retencion se realiza una semana después
del entrenamiento, al igual que otros estudios (e.g. Baratti y
Boccia, 1999; Boccia y cols., 2011). El indice de retencién del
aprendizaje es el tiempo que tardan los animales en cruzar de

un compartimento a otro (la latencia de respuesta).

En los experimentos realizados para esta tesis, el
procedimiento utilizado ha sido el que sigue a continuacion,
siguiendo con el procedimiento habitual de las pruebas de
evitacion inhibitoria de la modalidad “pasar a través de” o step-

through, que consta de dos fases experimentales:
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a) Fase de entrenamiento

Se coloca al animal en el compartimento iluminado con la
puerta que separa los dos compartimentos cerrada, el animal
permanece durante un tiempo llamado periodo de adaptaciéon
al aparato de 90 segundos en los que el animal explora y se
familiariza con el espacio en el que se encuentra (e.g. Parra y
cols., 2002). Pasado este periodo, la puerta que separa los
compartimentos se abre y deja paso al compartimento oscuro.
El animal, en general tarda pocos segundos en cruzar al otro
compartimento y es entonces cuando al contacto podal del
animal al otro lado la puerta se cierra mientras recibe una
descarga eléctrica y es cuando se produce el aprendizaje. El
tiempo que tarda en cruzar se mide por segundos mediante un
controlador propio del aparato que cuenta exactamente a
partir de que la puerta se ha abierto. Asi, registramos la

latencia de respuesta para esta fase.

L
Fig. 3. 3. Fotografia caja evitacion inhibitoria utilizada para los

experimentos de esta tesis.
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b) Fase de test o retencion

Tras siete dias el animal es colocado de nuevo en el
compartimento iluminado igual que en la fase de
entrenamiento. Aqui se muestra si el animal ha aprendido la
evitacion. La prueba se realiza exactamente como en la fase
anterior y se vuelve a registrar la latencia de cruce al

compartimento oscuro.

3

bz
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Fig. 3.4. Representacién esquematica del procedimiento de evitacion

inhibitoria “pasar a través de”. Adaptado de Bures y cols., 1983.

Esta modalidad se ha utilizado en multitud de estudios
tanto en ratones (Assi, 2001; Boccia y cols., 2004; Hozumi y
cols., 2003; Ishida y cols., 2007; Parra y cols., 2010; Seminerio
y cols., 2013; Tanabe y cols., 1997), como en ratas (Borowicz y
cols., 2001; D’Agata y Cavallaro, 2003; Mathis y cols., 1994;
Misik y cols., 2014; Piri y cols., 2013; Souza y cols., 2004).
Todos ellos con variaciones en los parametros empleados
dentro de la misma modalidad, al igual que en los
procedimientos anteriores: diferencias en tamano de los
compartimentos por diferencias de tamano de raton a rata,

variaciones en intensidad y duraciéon de la descarga eléctrica
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por variaciones en la sensibilidad a estimulos aversivos de las
distintas cepas de ratones y ratas, intervalo de tiempo entre
fases, momento de administracion de los farmacos, tiempo de
habituacion del animal al aparato antes de comenzar la
prueba y tiempo maximo que se le da al animal para que

pueda cruzar.

3. 3. Neuroanatomia de la evitacion inhibitoria

Este procedimiento también se ha empleado para el
analisis de las estructuras implicadas en la memoria de los
animales utilizados, entendiendo como memoria “conservar la
conducta aprendida en el entrenamiento, medida por la
diferencia en la ejecucion entre entrenamiento y test” (Heise,
1981). Segun algunos autores, este seria un procedimiento
mas para poder ir perfilando las bases que rigen en estos tipos
de procesos, permitiendo una medida indirecta de los
mecanismos moleculares de la memoria (Izquierdo y McGaugh,
2000) y la diferenciacion entre memoria a corto y largo plazo
(Barros y cols., 2005; Cammarota y cols., 2005; Izquierdo y
cols., 2000a; Medina y cols, 1999; Souza y cols., 2002; Vianna
y cols., 2000; Walz y cols., 2005).

Esta tarea ha sido el paradigma mas utilizado cuando se
pretende estudiar el papel del 16bulo temporal en los procesos
de memoria después de la adquisicién, requiri