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I. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVO GENERAL

Los procesos neurales de aprendizaje y memoria, esenciales para la adaptacion
del individuo al medio, pueden ser modulados por diferentes sistemas
endégenos, neurales o endocrinos, aumentando la probabilidad de interaccion
flexible entre el individuo y su entorno (McGaugh, 2000). Uno de los sistemas
biolégicos moduladores capaz de facilitar los procesos cognitivos de
aprendizaje y memoria es el Sustrato Nervioso del Refuerzo (SNR). En especial,
la estimulacién del Haz Prosencefalico Medial (HPM), a nivel del Hipotdlamo
Lateral (HL), autoadministrada por el propio sujeto experimental
(autoestimulacion eléctrica intracraneal, AEIC), es uno de los tratamientos que
con mayor consistencia ha demostrado facilitar el aprendizaje y consolidacion
de la memoria en una gran variedad de paradigmas de memoria implicita, tales
como el condicionamiento clasico aversivo y apetitivo (Coulombe y White,
1980; 1982a), el condicionamiento operante apetitivo (Major y White, 1978) y el

precondicionamiento sensorial (Coulombe y White, 1982b), etc.

En nuestro laboratorio hace tiempo que hemos establecido y verificado un
modelo conductual de facilitacién de una tarea de memoria implicita, el
condicionamiento de evitacion activa de dos sentidos (EV2), mediante la
administracion post-entrenamiento de AEIC en el HL. Los experimentos que

hemos realizado han puesto de manifiesto que:

1. En la EV2, la AEIC post-entrenamiento en el HL facilita tanto el proceso
de adquisicion (Massanés-Rotger y col., 1998; Redolar-Ripoll y col., 2003;
Segura-Torres y col., 1988, 1991) como el de retencién a corto (24 horas)
(Aldavert-Vera y col., 1996; Redolar-Ripoll y col., 2002) y a largo plazo
(11 y 30 dias) (Segura-Torres y col., 1991).
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2. El efecto de la AEIC post-entrenamiento se puede sumar al producido
por la reactivacion de una memoria causando una mayor facilitaciéon a

largo plazo de la recuperaciéon de esa memoria (Soriano-Mas y col., 2007).

3. Los efectos de la AEIC son més potentes y efectivos que la repeticiéon de

la experiencia (Redolar-Ripoll y col., 2002).

4. La AEIC afecta especialmente a los sujetos con menores capacidades
iniciales de aprendizaje (Aldavert-Vera y col., 1996). Los sujetos Control,
no tratados, pueden llegar a igualar el nivel de aprendizaje y/o memoria
de los sujetos tratados, pero necesitan mas entrenamiento y tiempo para
ello (Aldavert-Vera y col., 1996). Por ello, el principal efecto de la AEIC
post-entrenamiento podria consistir en una aceleraciéon del proceso de

consolidacion de la memoria.

5. En la EV2, el tratamiento de AEIC post-entrenamiento ha sido capaz de
facilitar consistentemente la consolidaciéon de la memoria incluso en
animales con muy poco entrenamiento de adquisicién (5 ensayos
durante una tdnica sesiéon de condicionamiento) (Ruiz-Medina y col,,

2007).

6. La AEIC se ha mostrado capaz de revertir amnesias experimentalmente
inducidas. Asi, este tratamiento ha revertido el déficit de aprendizaje y
memoria causado por la lesién del nacleo Parafascicular (PF) del tdlamo
en ratas jovenes y viejas y les ha permitido alcanzar niveles de
aprendizaje y memoria significativamente superiores a los que hubieran

conseguido sin tratamiento Redolar-Ripoll y col., 2003).
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Por todo ello, creemos importante poder generalizar este efecto a otros tipos de
memoria dependientes de diferentes sustratos neurales como la memoria
explicita. En esta linea, realizamos un experimento en el que tras el
entrenamiento en una tarea de alternancia espacial demorada administramos el
tratamiento de AEIC y comprobamos sus efectos en 3 fases consecutivas de
aprendizaje que intentaban dificultar progresivamente la adquisicién de la
tarea: fase D10 (10 s demora), fase D30 (30 s demora) y fase INV (se invertia la
posicion de inicio del animal para hacer su respuesta mas dependiente de
claves alocéntricas). Cada fase finalizaba cuando las ratas alcanzaban un criterio
tijo de aprendizaje. Observamos que cuando la posicién inicial de los animales
se invertia aleatoriamente (fase INV) sélo las ratas que habian recibido el
tratamiento de AEIC post-entrenamiento mantenian el nivel de ejecucion
adquirido en las fases previas de adquisicion. De ese modo, el tratamiento de
AEIC post-entrenamiento facilité la expresion flexible de la respuesta aprendida
(Soriano-Mas y col., 2005). Aunque este hallazgo podria considerarse como una
prueba de la capacidad de la AEIC para facilitar también la memoria explicita,
relacional o hipocampo-dependiente, en el presente trabajo pretendemos
contrastar esa hipétesis usando un paradigma de aprendizaje espacial en el

Laberinto Acuatico de Morris (LAM).

El LAM fue disefiado en 1981 por Richard G. Morris para estudiar y evaluar el
aprendizaje y la memoria espacial en ratas de laboratorio. En el paradigma
clasico, se introduce al sujeto experimental en una pequefa piscina circular que
contiene, sumergida unos pocos centimetros por debajo del nivel del agua, una
plataforma en la que la rata puede situarse para evitar tener que nadar
continuamente. Una serie de claves o sefiales visuales ayudan al animal a
localizar la plataforma. En cada ensayo de entrenamiento se registran los
valores de varios parametros como el tiempo que el animal tarda en alcanzar la
plataforma (latencia de escape), el tiempo que pasa en cada zona o cuadrante de
la piscina, la trayectoria de nado y la distancia total recorrida. En los sucesivos

ensayos, el animal tarda cada vez menos en encontrar la plataforma porque ha
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aprendido a localizarla estableciendo una relaciéon espacial entre las claves

visuales distales del entorno.

El LAM ha sido especialmente usado para valorar el rol del hipocampo en la
formacién de memorias espaciales dado el papel critico que esta estructura
tiene en paradigmas de aprendizaje en los que es necesario memorizar
relaciones complejas entre estimulos ambientales (Eichenbaun, 1996; Squire,
Knowlton y Musen, 1993). En concreto, se ha sugerido que el hecho de tener
que establecer relaciones entre los diferentes objetos o claves visuales externos
al laberinto y a la plataforma hace al LAM sensible a disfunciones hipocampales
(Morris, 1984, 1990). En apoyo de esta hipoétesis, se ha observado que las
lesiones excitotoxicas del hipocampo deterioran el aprendizaje espacial en el
LAM, en ratones (Gerlai y col., 2002; Logue y col., 1997) y ratas (Moser y col.,
1995). También se ha observado que pacientes humanos con lesiones en el
hipocampo presentan serias dificultades para encontrar la plataforma en un test

virtual del LAM (Astur y col., 2002).

Por todo ello, el presente trabajo pretende estudiar si la AEIC post-
entrenamiento, ademas de facilitar el aprendizaje y la formacién de la
memoria en paradigmas como los ya estudiados de memoria implicita, puede
facilitar también el aprendizaje y la formacion de la memoria en un
paradigma de memoria espacial explicita o relacional, hipocampo-

dependiente, en el Laberinto Acuatico de Morris, en ratas Wistar.

Dado que nuestra investigacién previa ha puesto de manifiesto que el efecto de
la AEIC para facilitar el aprendizaje y la memoria podria ser sensible a la
capacidad basica o inicial de los sujetos para aprender las tareas (Aldavert-Vera
y col., 1996), los 4 experimentos que hemos realizado fueron disefiados para
dificultar progresivamente el aprendizaje en el LAM reduciendo en cada
siguiente experimento la cantidad de ensayos de entrenamiento administrados

a los sujetos.
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II. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES EXPERIMENTALES

1. SISTEMAS CEREBRALES DEL REFUERZO

1.1 INTRODUCCION

El cerebro puede utilizar la informacion reforzante para modular el aprendizaje
y mantener, controlar y evitar la extinciéon de conductas. Para ello, los sujetos
deben ser capaces de extraer la informacion reforzante de una gran variedad de
estimulos y situaciones. Asi, las neuronas que detectan la aparicién de un
refuerzo procesan la informacién sobre su valor motivacional y su identidad.
Esta informacién podria ayudar a crear representaciones neurales que permitan
a los sujetos esperar refuerzos futuros acordes a la experiencia previa y a
adaptar su conducta a los cambios en las contingencias del propio refuerzo
(Schultz, 2000). La complejidad de las relaciones existentes entre los procesos de
percepcién, prediccion y valoracion de los estimulos con propiedades
motivacionales parece requerir la existencia de multiples estructuras cerebrales
(Schultz, 2000). En los dltimos afios se ha generado un creciente interés por el
estudio del procesamiento neuronal del refuerzo. Diferentes aproximaciones
experimentales, ya sean la lesiéon de determinadas estructuras cerebrales, la
administracién de fadrmacos y sustancias adictivas, las técnicas de neuroimagen
e incluso la utilizaciéon de métodos fisiol6gicos como la microdiélisis in vivo, la
voltametria y la estimulacion eléctrica del cerebro, han intentado determinar
cémo se lleva a cabo este procesamiento y cudles son las estructuras implicadas
(Elliott y col., 2000; Fiorino y col., 1997; Robbins y Everitt, 1996, Robinson y
Berridge, 1993; Wise y Hoffman, 1992; Young y col., 1992).

El descubrimiento, llevado a cabo por J. Olds y P. M. Milner en 1954, de que las
ratas podian aprender a realizar diferentes tipos de conducta (como por
ejemplo, apretar una palanca) para autoadministrarse corriente eléctrica del
orden de pA, estimulante y reforzante, en zonas del SNR a través de electrodos

cronicamente implantados en las mismas, se convirtié en el punto de partida



Sistemas Cerebrales del Refuerzo

experimental de los estudios sobre la neurofisiologia del refuerzo (para una
revision ver Olds, 1958). El fenémeno de la AEIC se ha observado en todos los
vertebrados estudiados: ratas, perros, palomas, peces y primates (Rolls, 1975,
1999), incluido el ser humano (Heath, 1963), y se ha obtenido en una gran
variedad de localizaciones encefdlicas. En el caso de la rata, la AEIC se puede
obtener en estructuras que conforman la quinta parte del volumen total de su
cerebro, incluyendo localizaciones tan rostrales como el cértex prefrontal (CPF)
y el bulbo olfactorio (BO) y tan caudales como el bulbo y el cerebelo (Yeomans,
1990). En la figura 1 se muestran las diferentes areas del sistema nervioso

central de la rata donde se ha observado conducta de AEIC.

Fig. 1. Resumen de las principales areas en el cerebro de rata donde se puede obtener la

conducta de autoestimulacion a través de la estimulacion eléctrica. TELENCEFALO: 1. Bulbo
olfactorio, 2. Coértex prepiriforme, 3. Cortex prefrontal medial, 4. Organo subfornical, 5.
Cértex cingulado, 6. Cértex entorrinal, 7. Hipocampo, 8. Séptum, 9. Nucleo accumbens, 10.
Caudado-Putamen. DIENCEFALO: 11. Fornix, 12. Hipotalamo lateral (haz prosencefalico
medial), 13. Hipotdlamo ventromedial, 14. Nucleo mediodorsal del talamo, 15. Nucleo
paretenial del tdlamo, 16. Nucleo central del talamo. MESENCEFALO: 17. Sustancia negra,
18. Area tegmental ventral, 19. Sustancia gris periacueductal, 20. Nicleo mesencefalico del
nervio trigémino, 21. Rafe dorsal, 22. Rafe medial. METENCEFALO: 23. Cerebelo, 24.
Pendunculos cerebelosos superiores, 25. Nicleo motor del nervio trigémino. MIELENCEFALO:
26. Nucleo del tracto solitario. Estructuras no mostradas: Cértex prefrontal sulcal, Globo

palido, amigdala y habénula. (Phillips y Fibiger, 1989).

10
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La AEIC es un método empirico atil, no dnicamente para estudiar el SNR sino
también para analizar diversos procesos emocionales y cognitivos (Easterling y
col., 2000; Ikeda y col., 2001; Nielsen y col., 2000; Phillips y Fibiger, 1989). En el
paradigma experimental de la AEIC, los animales deben aprender la asociacién
entre una tarea operante y los efectos reforzantes de la administracion de la
estimulacién eléctrica contingente a la respuesta. Asimismo, deben recordar
esta asociacion para guiar su propia conducta y realizar respuestas selectivas

hacia la palanca asociada con la AEIC, suprimiendo otras conductas.

Con el descubrimiento del fenémeno de la AEIC surgi6 la idea de que la
estimulacion eléctrica cerebral reforzante podria activar los mismos circuitos
que activaban los incentivos naturales, como la comida y el sexo (Wise, 1996b).
A partir de este punto de vista, fueron surgiendo evidencias experimentales que
mostraban la posible existencia de miultiples estructuras neurales subyacentes
tanto al reforzamiento natural como a la estimulacion eléctrica cerebral (Olds y
col., 1971). La duda radicaba en si estas localizaciones anatémicas se
organizaban en paralelo a través de mdultiples circuitos de refuerzo (Phillips,
1984), o bien formaban un sistema tunico que interconectaria dichas
localizaciones anatémicas de una forma seriada (Wise, 1996b; Wise y Bozarth,
1984). Inicialmente, se supuso que la AEIC era un fenémeno unitario localizado
en algin sistema neural, y que sus propiedades eran las mismas con
independencia del punto de estimulaciéon. No obstante, resultados posteriores
pusieron de manifiesto que la estimulacién reforzante del cerebro era un
fenémeno extremadamente complejo que implicaba diferentes sistemas
independientes (Milner, 1991; Phillips, 1984; Phillips y Fibiger, 1989; Robertson,
1989). Clasicamente se han identificado 4 sistemas que podrian considerarse
como substratos independientes del refuerzo: el sistema del HPM, un circuito
originado en la Corteza Prefrontal (CPF), el sistema locomotor mesolimbico-
estriatopalidal-mesencefalico, y un circuito del cerebro posterior relacionado

con la conducta refleja oral gustativa.

11
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1.2 NEUROANATOMIA DEL REFUERZO

Un buen ntmero de trabajos y resultados experimentales han puesto de
manifiesto la existencia de diferentes circuitos o sistemas neurales implicados
en el refuerzo cognitivo y conductual. Los mas importantes y estudiados hasta
el momento son los relacionados con el haz prosencefédlico medial, la corteza

cerebral y los ntcleos estriados. A ellos nos referiremos a continuacion.

1.2.1 Haz prosencefélico medial

El HPM esta compuesto por un conjunto de axones dispuestos en un eje caudal-
rostral, desde el mesencéfalo hasta el prosencéfalo basal (PB). Este haz relaciona
anatémica y funcionalmente diversas regiones del sistema nervioso donde
puede obtenerse la conducta de AEIC (Rolls, 1999), y es donde esta conducta
presenta tasas de respuestas més altas y con mayor estabilidad a lo largo del
tiempo (Ikemoto y Panksepp, 1999). Su estimulaciéon provoca la apariciéon de
vigorosas conductas de AEFEIC, como en el caso de la rata que adquiere
rapidamente tasas de 100 respuestas por minuto que se mantienen de manera
sostenida durante horas hasta la extenuacion fisica (Ikemoto y Panksepp, 1999).
El HPM estd formado por axones largos ascendentes y descendentes, que
interconectan entre si estructuras prosencefélicas y mesencefélicas, y por axones
cortos que conectan regiones adyacentes. Mediante técnicas de
histofluorescencia se ha comprobado que, en su trayectoria desde el tronco del
encéfalo hasta sus proyecciones diencefalicas y telencefalicas, este haz contiene
axones ascendentes dopaminérgicos, noradrenérgicos y serotoninérgicos
(Nieuwenhuys y col, 1982). Las neuronas noradrenérgicas conectan
mayoritariamente estructuras del hemisferio contralateral mientras que las
neuronas dopaminérgicas mantienen una posiciéon mayoritariamente ipsilateral

(Fuxe y col, 1985)
Las proyecciones descendentes son basicamente de naturaleza dopaminérgica

(Bielajew y col., 1987), y parecen muy relacionadas con la produccién del propio

efecto reforzante (Wise, 1980, 1996b). Los axones descendentes se originan en su

12
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mayor proporcién en el area septal, el hipocampo, la banda diagonal de Broca
(BDB) y las células circundantes de los islotes de Calleja (Phillips y Fibiger,
1989); aunque en menor proporcion, también proceden del neoestriado, del
nudcleo accumbens (Acc), de la corteza piriforme, de la corteza olfatoria, de la
corteza orbitofrontal, del nucleo del lecho de la estria terminal (BST), de la
sustancia innominata (SI), del nicleo dorsomedial del hipotidlamo y de los
nicleos dorsomedial y paraventricular del tadlamo (Gallistel y col., 1989;
Glimcher y Gallistel, 1989; Nieuwenhuys y col.,, 1982; Rompré y Milliaresis,
1985; Stellar y Stellar, 1985). La mayoria de los fasciculos descendentes
convergen en el area predptica del hipotdlamo (AP) y en el HL (Phillips y
Fibiger, 1989), proyectando en mayor medida sobre el 4rea tegmental ventral
(ATV) (Fuxe y col, 1985) y, de forma mas reducida, sobre el ntcleo
interpeduncular, la sustancia gris central, la sustancia gris central
mesencefdlica, el ntcleo mesencefdlico del nervio trigémino, el nucleo
cuneiforme, el locus coeruleus (LC), el ntcleo ambiguus, el nicleo reticular
lateral, el ntcleo del tracto solitario (NTS) y sobre los centros auténomos

preganglionares del bulbo y de la médula espinal.

La estimulacion del HL y del ATV a lo largo del HPM resulta altamente
reforzante (Rolls 1975, 1999). Algunos autores han sugerido que el circuito
anatémico critico responsable de los efectos reforzantes de la AEIC del HPM es

el constituido por el HL, el ATV y el estriado ventral (ver figura 2).

13
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Fig. 2. Sistema dopaminérgico mesolimbico. Acc: niicleo accumbens; ATV: drea tegmental
ventral; CPU: complejo caudado-putamen; HPM: haz prosencefalico medial; TO: tubérculo

olfactorio. Adaptado de Yeomans (1990).

Parece ser que este circuito critico se origina en el drea predptica medial (APM)
y en el HL, lugar de convergencia de las aferencias descendentes de este haz.
Desde aqui, los axones sinaptan con estructuras dopaminérgicas
mesencefélicas, entre las que destaca el ATV. Los axones eferentes del sistema
dopaminérgico mesolimbico conectan el mesencéfalo con el Acc, estructura

considerada como el destino final de este circuito (Yeomans, 1990).

1.2.2 Otros sistemas del refuerzo.

A. Circuito cortico-limbico

Se trata de un circuito originado en la CPF con proyecciones caudales, a través
del cingulo, al &rea entorrinal. Estas proyecciones reciprocas entre la CPF y el
area entorrinal, junto con otras conexiones entre el cértex entorrinal y regiones
limbicas, como el hipocampo, amigdala y Acc, constituyen circuitos claves a

través de los cuales se puede modular la formacién de memorias multimodales

14



Sistemas Cerebrales del Refuerzo

y la actividad locomotora exploratoria (Swanson, 2000; Swanson y Kohler,
1986). Anatémicamente, la CPF, en mamiferos, estd formada por las areas
corticales cercanas a los polos frontales que reciben proyecciones del ndcleo
dorsomedial del talamo (Fuster, 1991, 1995), aunque también reciben
proyecciones del nicleo ventral anterior, del pulvinar medial y del complejo
nuclear suprageniculado-limitante (Estévez-Gonzalez, y col.,, 2000). La CPF
recibe importantes proyecciones dopaminérgicas provenientes del mesencéfalo
a través del sistema mesocortical (Carr y Sesack, 2000; Garris, y col., 1993;
Hedou y col., 1999; Thalainen y col., 1999). En cualquier caso, y como veremos
mas adelante, la DA de la CPF pudiera no ser tanto una sefial de refuerzo per se
sino mds bien una sefial asociada con la novedad y con la expectacion de un
refuerzo (Feenstra, y col., 1999; Feenstra y Botterblom, 1996; Rebec y col., 1997;
Richardson y Gratton, 1998; Schultz, 2000; Yee, 2000). La CPF carece de
conexiones especiales con las areas motoras y sensoriales primarias, y tampoco

envia proyecciones a la médula espinal (Preuss, 1995).

Las neuronas de la CPF muestran una predisposiciéon para el aprendizaje de
asociaciones entre claves sensoriales, acciones voluntarias y refuerzos (Asaad y
col., 1998; Eacott, y Gaffan, 1992; Fuster y col., 2000; Miller, 2000; Rainer y col.,
1998; Romo y col., 1999; Parker y Gaffan, 1998) y a menudo responden ante
reglas complejas susceptibles de servir como guias de la conducta (Gehring y
Willoughby, 2002). Se ha podido comprobar que la informacién reforzante tiene
una influencia generalizada sobre la actividad de la CPF lateral (CPFl) y
ventromedial, actividad que transmite la identidad y magnitud de los refuerzos
esperados (Leon y Shadlen, 1999; Tremblay y Schultz, 1999, Watanabe, 1990,
1992, 1996).

Entre las numerosas pruebas que implican a las neuronas de la CPF en los
mecanismos de refuerzo cerebral (Gehring y Willoughby, 2002; Tzschentke,
2000), quizas la principal sea la observacién de que en esta zona cortical se

puede inducir y mantener la conducta de AEIC (Karreman y Moghaddam,
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1996; McGregor y col., 1992; Mora y col., 1980; Mora, 1978; Mora y Cobo, 1990;
Phillips y col., 1981; Routtenberg y Sloan, 1972; Taber y Fibiger, 1995). No
obstante, dado que el efecto principal de la AEIC en la CPF parece ser la
activacion de los axones glutamatérgicos aferentes al ATV, estructura que, por
su parte, incrementa la liberacién subcortical de DA (Fiorino y col., 1993; Lada y
col., 1998; Rossetti y col., 1998; Taber y col., 1995; Tzschentke y col., 1997; You y
col., 1998), los mecanismos criticos para los efectos reforzantes de la AEIC en la
CPF podrian no involucrar a los inputs dopaminérgicos sino a las células
piramidales y sus proyecciones glutamatérgicas al mesencéfalo (Tzschentke,
2001). En ese sentido, hay resultados experimentales que dan soporte a la idea
de wuna interacciéon funcional entre los sistemas de neurotransmision
dopaminérgico y glutamatérgico en la CPF (Bacon y col., 1996; Bao y col., 2001;
DeFelipe y Farinas, 1992; Gionani y col., 1999; Kuroda y col., 1996; Miller, 2000;
Pirot y col., 1994, 1995; Williams y Goldman-Rakic, 1995).

La AEIC en la CPF se caracteriza por tasas de respuesta bajas, intensidades de
corriente estimulante altas y adquisicion lenta de respuestas estables (Mora y
Cobo, 1990). A nivel anatémico, diferentes trabajos sugirieron que los efectos
reforzantes de la estimulacion eléctrica del HPM y de la CPF no involucraban la
activacion de los mismos circuitos neurales (Colle y Wise, 1987; Gallistel y col.,
1981; Huston y col., 1982; Phillips y Fibiger, 1989; Robertson, 1989; Schenk y
col., 1985; Schenk y Shizgal, 1982, 1985; Stellar y col., 1982; Yadin y col., 1983).
No obstante, datos mas actuales han mostrado que las sefiales de refuerzo de la
CPF pueden sumarse a las sefiales provenientes del HPM, sugiriendo cierto tipo
de solapamiento subyacente a la respuesta fisiologica de estos dos circuitos
neurales (Arvanitogiannis y col., 1996; 1997, 2000; Conover y Shizgal, 1992;
Flores y col., 1997; Hunt y McGregor, 1998; Trzcinska y Bielajew, 1998).

B. Circuito corticolimbico-estriadopalidal
El estriado ventral recibe aferencias de diferentes estructuras corticolimbicas,

como la amigdala basolateral, el hipocampo o la CPF y, entre muchas otras
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estructuras, proyecta al palido ventral. Las eferencias de este nucleo incluyen
regiones motoras del tronco del encéfalo (sustancia negra, nticleo subtalamico o
nicleos pedunculo-pénticos tegmentales), por lo que este circuito limbico-
estriatal-palidal proporciona el mecanismo neural a través del cual la
motivaciéon puede transformase en accion (Mogenson y col., 1980; Robbins y
Everitt, 1996). La informacién sobre la posible aparicion de los reforzadores,
codificada por estructuras cortico-limbicas como la amigdala o el hipocampo,
llega al estriado ventral en forma de aferencias glutamatérgicas. En este nivel, la
interaccion con el sistema dopaminérgico mesolimbico provinente del ATV
regula la activacién de las neuronas gabaérgicas que transportan la informacién
desde el estriado ventral al palidal ventral, de manera que el nacleo Acc acttia
como una interface limbica-motora, ya que en él la informacién sobre las
caracteristicas reforzantes de los estimulos puede afectar la seleccion de

conductas motivadas dirigidas a incentivos.

C. Circuito gustatorio-trigeminal

Este circuito, localizado en el cerebro posterior, se ha relacionado con la
conducta refleja oral gustatoria y con el valor reforzante de los estimulos
gustativos, de manera que el sistema trigeminal estd involucrado tanto en el
control sensoriomotor de la alimentaciéon como en su control motivacional
(Zeigler, 1975). Este circuito neural procesa estimulos reforzantes
independientemente de otros sistemas homeostaticos mas complejos (Norgren
y Grill, 1982; Phillips y Fibiger, 1989). Se ha podido comprobar que animales
con cerebro aislado pueden auto-mantenerse si se les permite el acceso a agua y
comida y como esta informacién tiene caracteristicas reforzantes (Norgren y

Grill, 1982).

En conclusién, podemos decir que la informacién relacionada con el refuerzo es
procesada por estructuras cerebrales de diferentes formas y finalidades y, por
tanto, los estimulos reforzantes pueden afectar a la conducta a través de la

accion de circuitos neurales claramente disociables (Robertson, 1989). No
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obstante, el control efectivo del comportamiento parece asegurado por la
interaccién anatoémica y funcional de esos diferentes circuitos o sistemas

neurales.

1.3 NEUROQUIMICA DEL REFUERZO: PAPEL DE LA DOPAMINA

Desde que se observo el fenémeno de la AEIC, muchos han sido los trabajos
que han intentado caracterizar anatémica y electrofisiolégicamente a las
neuronas directamente implicadas en el refuerzo mediado por este tipo de
conducta. La explicacion mds defendida hasta nuestros dias, apoyada por
diferentes aproximaciones experimentales, ha sido la “hip6tesis dopaminérgica
del refuerzo”. Existen multiples trabajos que han sugerido la implicacién de la
DA en los efectos reforzantes producidos por la estimulacién eléctrica del HPM
(Ikemoto y Panksepp, 1999; Nakahara y col., 2000; Shizgal y Murray, 1989;
Wise, 1982, 1996a, 1996b; Wise and Bozarth, 1984) y, en general, las estructuras
mesencefdlicas donde se ubican los cuerpos celulares dopaminérgicos y sus
proyecciones telencefalicas estdn entre las zonas més importantes donde se
pueden obtener tasas estables de AEIC (Corbett y Wise, 1980; Crow, 1972;
Phillips 1989).

La estimulacion eléctrica reforzante del HPM incrementa los niveles de DA en
el Acc tanto si los animales se autoadministran la corriente estimulante (Blaha y
Phillips, 1990; Phillips y col., 1992; Rada y col., 1998; Taber y Fibiger, 1995) como
si es el experimentador el que la administra (Gratton y col., 1988; Hernandez y
Hoebel, 1988; Rada y col, 1998). Existen pruebas experimentales que
demuestran que la AEIC del HPM puede inducir un incremento de la sintesis
intraneuronal de DA en las regiones terminales dopaminérgicas (Fiorino y col.,
1993; Nakahara y col., 1992) e incrementar también la actividad metabdlica en
muchas de las dreas de proyeccién de esas vias (Esposito y col., 1984; Porrino y
col., 1984, 1990). Mas aun, se ha podido comprobar que las lesiones selectivas

de las neuronas dopaminérgicas disminuyen la conducta de AEIC (Fibiger y
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col., 1987; Phillips y Fibiger, 1989) y que la manipulacién farmacolégica de la
neurotransmision dopaminérgica tiene efectos significativos sobre la misma
(Corbett, 1990; Fouriezos y Wise, 1976; Franklin, 1978; Gallistel y Freyd, 1987;
Hunt y col., 1994; Stellar y col, 1983). Asi, los agonistas y antagonistas
dopaminérgicos, respectivamente, facilitan y deterioran la conducta de AEIC
del HPM, efectos que parecen estar mediados por el Acc (Colle y Wise, 1988;
Mogenson y col., 1979; Stellar y Corbett, 1989; Stellar y col., 1983).

Otros trabajos han estudiado los diferentes subtipos de receptores para la DA y
su relacion con los sistemas de refuerzo cerebral. Se ha visto que los receptores
D1 y D2 pueden estar implicados de diferente manera en la AEIC del HL y del
ATV. Mientras que la administracién de antagonistas D1 en el Acc facilita la
conducta de AEIC del HL y del ATV, la activacién de los receptores D tiene
efectos opuestos (Singh y col., 1997b). En general, parece existir una relaciéon
positiva entre la transmision dopaminérgica, en especial la relacionada con los

receptores D1 y el efecto reforzante.

El circuito critico en la producciéon del efecto reforzante de la AEIC del HPM
parece involucrar a las fibras descendentes provenientes del HL que llegan
hasta el ATV, donde sinaptan con neuronas que, a su vez, liberan DA en el Acc.
Un hecho que respalda estas consideraciones es que diferentes estudios
farmacolégicos han mostrado que la autoadministracion de drogas
psicoestimulantes como la anfetamina y la cocaina incrementa la liberacion de
DA en el Acc (Di Chiara y col., 1995; Koob y LeMoal, 1997; Koob y Nestler,
1997; Wise, 1996a) y de forma paralela aumentan la tasa de AEIC (Blaha y
Phillips, 1990; Colle y Wise, 1988; Milner, 1991; Rolls, 1999). Otros trabajos
experimentales apoyan también la idea de que las neuronas directamente
estimuladas por la AEIC de HPM se integran, en algin nivel del circuito, con
las proyecciones dopaminérgicas ascendentes originando una via comun para
todo tipo de refuerzos (Brown y col., 1992; Graybiel y col., 1990; Hope y col.,
1992; Koob y Bloom, 1988; Nguyen y col., 1992; Norman y col., 1993; Persico y
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col., 1993).

No obstante, existen también resultados que han cuestionado el papel critico de
la DA en los efectos reforzantes de la AEIC del HPM. Por ejemplo, se ha
obtenido conducta de AEIC con estimulos eléctricos que no activan axones
dopaminérgicos (Murray y Shizgal, 1994) o en condiciones en las que no se ha
observado una liberacion continua de DA (Garris y col., 1999; Hernandez y col.,
2006). En esta linea, trabajos de microdidlisis in vivo (Garris y col.,, 1999;
Kilpatrick y col., 2000) han mostrado que la liberacion de DA se produce
durante los ensayos iniciales de AEIC, atenudndose de forma progresiva con la
estimulacién continua. Los autores de estos trabajos han postulado que la DA
seria el sustrato neural de la novedad y la expectacion del refuerzo mas que el
sustrato neural del refuerzo propiamente dicho. Ello ademas corrobora los
resultados mostrados por Rebec y colaboradores que observaron una liberacién
de DA en el Acc en ratas expuestas de forma transitoria a ambientes nuevos

(Rebec y col., 1997).

En otros experimentos se ha observado asimismo que las neuronas
dopaminérgicas del HPM se activan ante estimulos salientes y no
especificamente ante reforzadores (Berridge y Robinson, 1998; McClure y col.,
2003; Montague y col.,, 1996; Schultz y col., 1997; Schultz, 1998, 2002). En
concreto, se ha puesto de manifiesto que: 1. los estimulos sensoriales salientes
como tonos y luces (los cuales no son reforzantes) incrementan la actividad de
las neuronas dopaminérgicas (Feenstra y Botterblom, 1996; Horvitz y col., 1997;
Ljungberg y col., 1992), 2. los estimulos aversivos incrementan la tasa de
respuesta de una minoria (3-49 %) de neuronas putativas dopaminérgicas
(Guarraci y Kapp, 1999; Mantz y col.,, 1989; Schultz y Romo, 1987) y 3. la
liberacion de DA aumenta lentamente tras la presentacion de estimulos
aversivos (Horger y Roth, 1996). Un trabajo de Neill y colaboradores (2002)
puso también de manifiesto que la transmision dopaminérgica en el Acc esta

relacionada con el coste de la respuesta hipotaldmica de autoestimulacién mas
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que con su efecto reforzante. Con todo, mds recientemente, estos hallazgos
vuelven a ser rebatidos en el contexto de la teoria dopaminérgica del refuerzo
que, como ya hemos dicho, defiende que las neuronas dopaminérgicas se

activan especificamente ante estimulos con valor reforzante (ver trabajo

Ungless, M., 2004).

En los altimos afios, otros trabajos experimentales han intentado relacionar el
efecto reforzante producido por la AEIC con otros sistemas de
neurotransmision. Entre ellos estan los que relacionan al glutamato con los
procesos de refuerzo cerebral (Bespalov y Zvartau, 1997; Cervo y Samanin,
1995; Segal y col., 1995; Tzschentke y Schmidt, 1995; You y col., 2001). En este
sentido, se ha comprobado que la administracién de MK-801, un antagonista no
competitivo del receptor NMDA, es capaz de potenciar la conducta de AEIC
(Carlezon y Wise, 1993; Herberg y Rose, 1989), y que el pretratamiento con
antagonistas dopaminérgicos bloquea este efecto facilitador sin suprimir la
conducta de AEIC del HL. Ademads, el tratamiento combinado de MK-801 y
anfetamina produce una facilitacion de AEIC superior a la obtenida con cada
tratamiento por separado. Por otro lado, Herberg y Rose (1990) han mostrado
que la infusién en el ATV de un antagonista especifico del receptor NMDA, el
2-AP5, no modifica la AEIC del HL, sin embargo las microinyecciones de
NMDA en esta misma area disminuyen la AEIC de forma significativa. De este
modo y como ya dijimos anteriormente, podria existir una cooperacion entre el
sistema glutamatérgico y el dopaminérgico en la regulacion de la funcién

reforzante de la AEIC del HPM.

Por otro lado, en el HPM se ha podido caracterizar una poblacién homogénea
de neuronas gabaérgicas que poseen periodos refractarios que entran dentro del
rango determinado para las fibras directamente estimuladas por la AEIC en ese
haz (Lassen y col., 2007; Steffensen y col., 1998). La tasa de respuesta de esa
poblacién celular correlaciona con la generaciéon de arousal cortical, sugiriendo

que tales neuronas gabaérgicas estarian relacionadas con los procesos
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atencionales del animal hacia estimulos potencialmente reforzantes o hacia
estimulos que predicen la aparicién del refuerzo (Lee y col., 1997, 2001). Otros
resultados han puesto de manifiesto que la tasa de respuesta de dichas
neuronas gabaérgicas aumenta con la AEIC en el HPM (Steffensen y col., 2001;
Lassen y col, 2007). Ademds, se ha podido comprobar que: 1. la
autoadministracion de heroina también incrementa la actividad de estas
neuronas (Kiyatkin y Rebec, 2001; Lee y col., 2000), mostrando un perfil de
respuesta cualitativamente similar al de la AEIC del HPM (Steffensen y col.,,
2001), 2. la administraciéon de antagonistas gabaérgicos disminuye las tasas de
respuesta de AEIC del HPM y aumenta los umbrales de la misma (Macey y col.,
2001; Singh y col., 1997a; Willick y Kokkinidis, 1995) y 3. la AEIC del HPM
incrementa la expresion de la proteina Fos en las células gabaérgicas del PPTg y
del LDTg (Nakahara y col., 2001) e induce la expresiéon diferencial de la
proteina Fos en las neuronas gabaérgicas de los nticleos monoaminérgicos del
tronco del encéfalo (Ishida y col., 2001). Por tanto, las neuronas gabaérgicas del
HPM se localizarian en una posicion critica para modular la actividad de las

células dopaminérgicas implicadas en el refuerzo (Steffensen y col., 1998).

En conclusién, aunque la idea de que la DA es el neurotransmisor critico para
los efectos reforzantes de la AEIC ha sido ampliamente confirmada por
multitud de trabajos experimentales, no podemos descartar la participaciéon de
otros sistemas de neurotransmisién, como el glutamatérgico y el gabaérgico, en

los efectos hedoénicos de este tratamiento.
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2. SISTEMA CEREBRAL DE REFERENCIA ESPACIAL

2.1 INTRODUCCION

Atendiendo a sus caracteristicas conductuales y a las estructuras cerebrales
implicadas, se han establecido tres sistemas de memoria: la implicita (MI), la
explicita y la de trabajo. La memoria implicita, también llamada procedimental
o no declarativa es la memoria de las cosas que solemos hacer. Su expresién es
en gran medida automaética, inconsciente y dificil de verbalizar. Se adquiere
gradualmente y se perfecciona con la practica. Suele ser una memoria fiel,
rigida y duradera, derivada de tipos de aprendizaje basico y filogenéticamente
antiguo, como la habituacién y la sensibilizacién, el aprendizaje perceptivo y
motor o los condicionamientos cldsico e instrumental (Morgado-Bernal, 2005).
Anatémicamente es un sistema heterogéneo. Asi, diferentes estructuras han
sido relacionadas con aprendizajes procedimentales, como por ejemplo, los
ganglios basales con los aprendizajes de hédbitos y habilidades (Packard y col.,
1989), el cerebelo con los condicionamientos de respuestas motoras (Thompson
y Krupa, 1994), o la amigdala con los condicionamientos emocionales (LeDoux,
1995). No obstante, si bien el principal lugar de almacenamiento de la memoria
implicita radica en estructuras subcorticales, en casos como en el priming, el

aprendizaje depende directamente del neocértex (Milner y col., 1998).

El segundo sistema es el de la memoria declarativa también llamada memoria
explicita (ME), relacional o cognitiva. Es el almacenamiento cerebral de hechos
(memoria semdntica) y eventos (memoria episddica) (Tulving y Markowitsch,
1998). A diferencia de la MI, este tipo de memoria puede adquirirse en uno o
pocos ensayos y tiene como destacada particularidad poder expresarse en
situaciones y modos diferentes a los del aprendizaje original, es decir, es una
memoria de expresion flexible. El hipocampo parece especialmente relacionado
con la consolidacién de la memoria explicita, es decir, con su transferencia
desde la memoria a corto plazo a la memoria a largo plazo (Morgado-Bernal,

2005). Hablamos especialmente de ella en el punto 2.2.
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El tercer sistema es el de la memoria de trabajo, también llamada cognicién
ejecutiva, que consiste en la representacion consciente y manipulacion
temporal de la informacién necesaria para realizar operaciones cognitivas
complejas, como el aprendizaje, la comprensién del lenguaje o el razonamiento
(Morgado-Bernal, 2005; Tulving, 2000). La corteza pre-frontal podria ser la sede
de la memoria de trabajo, es decir, un lugar para mantener on line durante
cortos periodos de tiempo representaciones de estimulos ausentes (Golman-

Rakic y col., 1998).

2.2 SISTEMA DE LA MEMORIA DECLARATIVA: ANATOMIA DEL
LOBULO TEMPORAL MEDIAL

El 16bulo temporal medial esta criticamente relacionado con la memoria
declarativa o relacional. En este lI6bulo encontramos diferentes estructuras que,
generalmente, se agrupan bajo los nombres de hipocampo o sistema
hipocampal (areas CA1-4, giro dentado y subiculo), formacién hipocampal
(hipocampo y corteza entorrinal) (Mishkin y col, 1997) y region
parahipocampal (corteza parahipocampal y corteza perirhinal) (Eichenbaum,
2000). Estas estructuras estdn organizadas de forma jerdrquica. La region
parahipocampal recibe aferencias convergentes de areas de asociacién corticales
y distribuye estas aferencias hacia la corteza entorrinal que a su vez, proyecta
hacia el hipocampo. La corteza de la regién parahipocampal, no obstante, no
s6lo es la principal via de entrada de aferencias corticales a la formacién
hipocampal sino también su principal via de salida, constituyendo asi, un
importante enlace entre la formacion hipocampal y diversas areas de asociaciéon

cortical.

Las aferencias corticales a la region parahipocampal provienen de diferentes
areas neocorticales de asociacién unimodal y polimodal. En el caso de los
primates, se considera que las cortezas mas ventrales, como el area TE y la TEO

del 16bulo temporal, proporcionan las 2/3 partes de la entrada cortical a la
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corteza perirhinal, que por lo tanto, recibe una importante entrada de
informacion referente a las caracteristicas y significado de los estimulos, tanto
de tipo visual como de otras modalidades sensoriales (Burwell y Eichenbaum,
1999; Suzuki y Amaral, 1994a; Zola y Squire, 1999). Por su parte, la corteza
parahipocampal, recibe las entradas corticales de areas de procesamiento dorsal
como la corteza parietal posterior, la corteza retrosplenial, la corteza prefrontal
dorsolateral o de la parte dorsal del surco temporal superior (Suzuki y Amaral,
1994a), muy implicadas en codificar la localizacién espacial de los estimulos
(Mishkin y col., 1997). Las cortezas parahipocampal y perirrinal proyectan a
diferentes subdivisiones de la corteza entorrinal (Burwell y Eichenbaum, 1999;
Suzuki y Amaral, 1994b), que a su vez envia eferencias al hipocampo. La
corteza entorrinal también recibe aferencias directas de la corriente de
procesamiento dorsal (Brown y Aggleton, 2001), de la misma manera que el
hipocampo recibe aferencias directas de las cortezas parahipocampal y

perirrinal (Suzuki y Amaral, 1990).

Por su parte, las eferencias hipocampales parten del subiculo y se pueden
dirigir tanto a areas corticales como subcorticales. Las eferencias corticales van
dirigidas a la corteza entorrinal y posteriormente a las cortezas parahipocampal
y perirrinal, y las dreas del neocdrtex que reciben aferencias hipocampales son
las mismas que envian informacién. Es decir, el hipocampo envia informacién
de vuelta a las cortezas de la regién parahipocampal, que a su vez, envian
eferencias a las mismas areas corticales de donde proviene la informacién de

entrada la sistema (Eichenbaum, 2000).

Las conexiones subcorticales del sistema hipocampal se realizan a través del
férnix, un haz de fibras que conecta el hipocampo con dos importantes
estructuras diencefdlicas, los cuerpos mamilares del hipotalamo y los nicleos
talamicos anteriores. Estos tltimos reciben también informacién del hipocampo
de manera indirecta a través del haz mamilo-talamico. A su vez, las

proyecciones desde los nucleos taldmicos anteriores estdin menos definidas.
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Parece que existen proyecciones de vuelta hacia el hipocampo y cortezas
temporales adyacentes, principalmente a través del haz cingulado, de manera
que las estructuras diencefélicas también pueden afectar al procesamiento de
informacion del 16bulo temporal medial. En cualquier caso, las conexiones entre
el 16bulo temporal medial y el diencéfalo no se limitan a las proporcionadas por
el férnix. Independientemente del hipocampo, la corteza perirrinal proyecta a
estructuras diencefélicas, concretamente al nticleo dorsomedial del talamo, que
a su vez tiene importantes conexiones con la corteza prefrontal. De este modo,
se establecen dos circuitos independientes de conexion entre el 16bulo temporal
medial y el diencéfalo, unidos en todo caso por la corteza entorrinal, que

participa en los dos sistemas de conexiéon (Aggleton y Brown, 1999) (ver figura

3).

| Nucleos taldmicos anteriores

Corteza Prefrontal

>
>
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del talamo

Haz cingulado > %:N Hipocampo
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Corteza Parahipocampal | Corteza Perirrinal

Voo

Areas de asociacion corticales

Cuerpos mamilares Fornix

Ala corteza temporal

Otros inputs corticales (corteza
retrosplenial...)

Fig. 3: Representacion esquematica de las principales estructuras del 16bulo temporal medial
y el diencéfalo relacionadas con el sistema de memoria declarativa. El grueso de las lineas
estd en relaciéon con la importancia de las conexiones. GD: Giro Dentado, S: Subiculo.

Adaptado de Aggleton y Brown (1999).
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Ademas de este ultimo subsistema de procesamiento de la informacién
independiente del hipocampo formado por las conexiones entre la corteza
perirhinal y el nidcleo dorsal del tdlamo, el nidcleo del procesamiento de la
informacién declarativa es el llamado circuito trisinaptico, ya que el hipocampo
es el destino final de todas las aferencias que llegan al 16bulo temporal medial.
Este circuito se inicia con la via perforante, es decir, con los axones que
proyectan desde la corteza entorrinal al giro dentado. Los axones de las células
granulares del giro dentado (mossy fibers) establecen sinapsis excitadoras con las
células piramidales del area CA3 que, a su vez, envia sus axones (colaterales de
Schaeffer) al &rea CA1. El subiculo recibe los axones que provienen de este area y
envia de nuevo la informacién a la corteza entorrinal cerrando asi el circuito
(Zola-Morgan y col., 1986). El procesamiento de la informacion por este circuito
trisindptico permite que se pongan en relacion diferentes aferencias sensoriales
correspondientes a madaltiples estimulos. Este hecho es debido a que en
comparaciéon con otras zonas de la corteza, las células piramidales del
hipocampo muestran un alto grado de interconexién, lo que facilita que se
establezcan relaciones entre los diferentes inputs de entrada (Eichenbaum y

col., 1999; Hasselmo y McClelland, 1999).

2.3 SUBDIVISIONES ANATOMICO-FUNCIONALES DE LA MEMORIA
EPISODICA

Un tipo de memoria declarativa es la memoria episddica, referida a hechos que
tuvieron lugar en un determinado tiempo y espacio. Dado la clase de
condicionamiento que hemos utilizado en nuestro trabajo, conviene analizar las

caracteristicas de este tipo de memoria.

Aunque no hay duda de que la memoria declarativa depende del l6bulo
temporal medial, atin no esta claro el papel o contribucién que en ella tienen
cada una de las estructuras individuales que lo conforman. Un estudio de
neuroimagen de Daselaar y sus colaboradores (2006) ha aportado nuevas

pruebas sobre la funcién que desempefian las diferentes estructuras del 16bulo
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temporal medial. Estos autores escanearon a sujetos humanos mientras
realizaban una prueba de reconocimiento de palabras que anteriormente habian

estudiado y encontraron que:

1. el hipocampo posterior se activaba de forma selectiva cuando los sujetos

recordaban exactamente la palabra estudiada,

2. el cortex parahipocampal y el hipocampo anterior se activaban paralelamente

al grado de familiaridad de las palabras y

3. el érea rinal (cortexs perirrinal y entorrinal) se activaba paralelamente al
grado de novedad de éstas. Esta triple disociacion en el 16bulo temporal medial
apoya consistentemente la vision de que las diferentes areas que lo conforman
desempenian distintos roles en el sistema de memoria declarativa. No obstante,
el modo cémo estas dreas estdn interconectadas y como se organiza la detecciéon
de familiaridad, de novedad y el recuerdo en el sistema de memoria declarativa
aun no esté claro. Algunos estudios de neuroanatomia y neuroimagen funcional
han aportado luz al asunto pudiéndose establecer un hipotético esquema de la
organizacion funcional del sistema de memoria episédica del 16bulo temporal

medial tal como el de la figura 4.
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Fig. 4. Esquema de la codificacién de la memoria episddica en el cerebro mamifero. La informacién
espacial o contextual alcanza la regién hipocampal tras ser procesada y reconstruida en el cortex
postrinal/parahipocampal (POR) y en el drea entorrinal medial (MEA). La informacién no espacial
sobre los estimulos individuales u objetos llega a la regiéon hipocampal tras ser refinada y elaborada
en el cortex perirrinal (PER) y en el area entorrinal lateral (LEA). Estas dos corrientes de informacion
se combinan en el drea CA3 y en el giro dentado (DG) pero se mantienen separadas en el area CAl'y
en el subiculum (SB). Asi, el area CA3 y el DG serian importantes para las asociaciones entre el objeto
y su contexto mientras el area CA1l y el SB mantendrian una representaciéon mas veridica que
permitiria a la informacién entrante ser codificada en su orden temporal. Las proyecciones desde la
regiéon CA3 a la CA1 apoyarian la habilidad para combinar asociaciones entre el objeto y su contexto
con la informacién sobre su orden temporal al servicio de una rapida formacién de una nueva

memoria para un incidente particular (Figura extraida de Manns y Eichenbaum, 2006)
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Seguin este hipotético esquema anatémico, las areas de asociacién unimodales
del neocértex enviarian informacion sobre los rasgos o las caracteristicas de un
objeto (informacién sobre el qué) hacia el cértex perirrinal, mientras que las
areas neocorticales de asociaciéon polimodal llevarian informacién espacio-
contextual (informacién sobre el donde y el cuando) hacia el cortex
parahipocampal. Ambas corrientes de informacién permanecerian segregadas
en el siguiente estadio (regién parahipocampal);, asi el coértex perirrinal
proyectaria principalmente al cértex entorrinal lateral mientras que el cortex
parahipocampal proyectaria principalmente al 4rea entorrinal medial.
Finalmente, las dos corrientes convergerian en el hipocampo cuyas salidas
proyectarian sucesivamente a areas entorrinales, de aqui a &reas perirrinales y
parahipocampales y de éstas a las areas corticales en las que se habian

originado inicialmente los inputs (feed-back).

Este esquema anatémico supone, por tanto, una nueva hipoétesis sobre la
organizacion funcional del sistema del 16bulo temporal medial (Eichenbaum y
col.,, 2007), segtin la cual durante una experiencia de aprendizaje los diferentes
items o estimulos son inicialmente representados en el cortex perirrinal (PER) y
en el cortex entorrinal lateral (LEA). Las eferencias del neocértex contendrian
informacién sobre la familiaridad o novedad de estos items. Adicionalmente, la
informacion espacial o contextual de los estimulos en cuestion se procesaria en
el cortex parahipocampal (POR) y en el cértex entorrinal medial (MEA) para,
finalmente, integrarse como un todo (informacién sobre familiaridad-novedad
+ caracteristicas del item + informacion contextual) en el hipocampo. De este
modo, se podria considerar al hipocampo como una estructura que codificaria
cualquier estimulo o conducta relevante realizada por el sujeto (Eichenbaum y
col.,, 1999) o, mas concretamente, cualquier experiencia sobre la que hubiera
puesto atencién (Morris y Frey, 1997). Diferentes resultados experimentales
apoyan esta hipotesis (Brown y Aggleton, 2001; Eichenbaum y col., 1994). En
animales, la lesion del hipocampo o del cértex parahipocampal produce déficits

selectivos en la memoria relacional mientras que las lesiones del cortex
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perirrinal producen déficits graves en el reconocimiento de estimulos
individuales. De acuerdo con estos hallazgos se ha comprobado que las
neuronas del cértex perirrinal y del cortex entorrinal lateral responden ante
estimulos tinicos y a sefiales de familiaridad (Aggleton y Brown, 1999), mientras
que las neuronas del cértex parahipocampal y del cértex entorrinal medial
responden ante claves espaciales. Las neuronas hipocampales se activan ante
conjuntos tnicos de estimulos, su significado, el comportamiento animal y los

lugares y contextos en los cuales se dan estos estimulos (Eichenbaum, 2004).

Estudios recientes con humanos apoyan también esta distincion paralela,
atribuyendo roles diferentes a &reas especificas del 16bulo temporal medial en el
recuerdo y la familiaridad de un estimulo (Rugg y Yonelinas, 2003). Estudios
sobre amnesia humana han mostrado que las lesiones limitadas al hipocampo y
sus conexiones subcorticales producen déficits selectivos en el recuerdo y la
memoria relacional, mientras la capacidad para distinguir nuevos y viejos items
en base a su familiaridad permanece intacta (Manns y col., 2003). También en
pacientes amnésicos se observo que el hipocampo permitia la habilidad para
asociar items en la memoria y recordar asociaciones contextuales en
comparacion con el recuerdo de items tnicos en base a su familiaridad (Addis y
col., 2004; Davachi y Wagner, 2002; Giovanello y col., 2003; Prince y col., 2005).
Por otro lado, estudios de neuroimagen funcional han puesto también de
manifiesto que el hipocampo juega un papel selectivo en el recuerdo y en la
memoria relacional mientras que el cortex perirrinal se activa durante la
presentacion de estimulos o items noveles decreciendo su actividad a medida
que aumenta la familiaridad del estimulo. Otros estudios con humanos han
mostrado también que el coértex parahipocampal se activa durante la
presentaciéon de escenas espaciales (Epstein y Kanwisher, 1998) o durante el
visionado de objetos fuertemente asociados a lugares particulares (Bar y
Aminoff, 2003). Esta area también se activa durante el recuerdo de informacién

contextual (Ranganath y col., 2003).
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Los mencionados hallazgos de Daselaar y sus colegas (2006) confirman y
extienden, por tanto, las pruebas aportadas por los primeros estudios de

imagen funcional. Concretamente, confirman que:

1. el hipocampo es critico en el recuerdo del donde y cuando se ha visto un
estimulo y juega, por tanto, un importante papel en la integracion estimulo-

contexto durante la fase de recuerdo.

2. el cortex parahipocampal contribuye también al recuerdo posiblemente a
través de la representacion y recuerdo de informacién contextual
(especialmente espacial) y el cértex perirrinal contribuye y es necesario para la
memoria de reconocimiento basada en la sensacién de familiaridad de los

estimulos presentados.

2.3.1 Implicacién especifica del hipocampo en el aprendizaje espacial

El hipocampo es, por tanto, una estructura critica para procesar y recordar
informacién espacial y contextual. Su lesién o la de sus vias de salida de
informacién, como el férnix, afecta al aprendizaje de tareas en los laberintos
radiales, los laberintos de agua o el condicionamiento contextual. Estas
observaciones conductuales han sido también apoyadas a nivel
electrofisiol6gico con el descubrimiento en el hipocampo de la rata de las
llamadas células de lugar (place cells), las cuales se activan cuando el animal se

encuentra en una localizacién concreta de un ambiente particular (Eichenbaum

y col.,, 1999; O’Keefe y Dostrovsky, 1971)

(figura 5). Su hallazgo hizo que, en 1978, == =====
O’Keefe y Nadel propusieran la teoria -a..n.n..
del mapa cognitivo segtn la cual, el .';’1!--..
hipocampo podria ser la estructura ..En&.!..
cerebral a través de la cual se formaria .-’.n...‘-].
| | blof &8 [ ]
[ | &l ISt el B |

Fig. 5. Campo receptivo espacial. Patréon de
actividad de células hipocampales de lugar.

un mapa cognitivo que permitiria a la

rata conducirse en su entorno, es decir,
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el animal, gracias a su hipocampo podria establecer una representacién cerebral
de las relaciones espaciales de su entorno apreciando distancias y relaciones

entre estimulos.

Experimentos con animales en el LAM apoyarian esta teoria, ya que como se ha
comentado anteriormente, las lesiones tanto del propio hipocampo como de
otras estructuras de la formacién hipocampal causan un grave deterioro en esta
tarea. Otros estudios han puesto también de manifiesto que los pacientes con
lesiones hipocampales presentan graves dificultades para encontrar la
plataforma en un test virtual del laberinto acuatico (Astur y col., 2002). Los
trabajos realizados en el LAM también sugieren la implicacién del sistema
hipocampal en la formacion de asociaciones o representaciones complejas entre
los estimulos (Eichenbaum, 1999; D’'Hooge y De Deyn, 2001). Esta idea
concuerda con la evidencia neuroanatémica y neurofisiolégica que muestra
como el hipocampo integra multiples areas corticales relevantes para la
percepcién y la memoria e interviene en la codificaciéon de las asociaciones entre
las caracteristicas espaciales y temporales de los estimulos ambientales
(Daselaar y col., 2006; Kessels y col., 2001). El hipocampo, por tanto, podria
actuar como un «instrumento puente» que permitiria integrar los diferentes
rasgos conductuales de la informaciéon en sus ambientes (Eichenbaum y col,,
1999; Daselaar y col., 2006). Quizas por todo ello, el LAM resulta un
instrumento particularmente sensible a los efectos de las lesiones hipocampales,
en ratas (Benhamou y Poucet, 1996; Brandeis y col., 1989; Bures y col., 1997;
McNaughton y col., 1996; Morris, 1984; Morris y col., 1982; Poucet y col., 2000;
Stewart y Morris, 1993). Se ha visto que las ratas con lesiéon hipocampal
presentan déficits en la adquisiciéon y retenciéon de la tarea con plataforma-
escondida pero no en la tarea con plataforma-visible del LAM. No obstante, las
ratas con lesiéon hipocampal son capaces de localizar la plataforma escondida si
esta se encuentra siempre a la misma distancia y direcciéon de una clave visible
(Pearce y col., 1998), demostrdndose que la habilidad para usar un vector

director se encuentra preservada en estos animales. El deterioro del aprendizaje

33



Sistema Cerebral de Referencia Espacial

espacial de las ratas con lesién esta proporcionalmente relacionado con el
volumen de tejido hipocampal dafiado. Asimismo, las lesiones del hipocampo
dorsal producen mayor deterioro que las del hipocampo ventral (Moser, y col.,
1993; Moser y col., 1995). Los déficits en el aprendizaje espacial que presentan
las ratas con lesion hipocampal no parecen deberse al deterioro del aprendizaje
configuracional general o de discriminacién, pues las ratas a las que se les
indujo una lesiéon hipocampal con 4&cido iboténico presentaron graves
dificultades para aprender la tarea plataforma-escondida pero no para adquirir
una tarea de discriminacién no espacial (Gallagher y Holland, 1992) o una tarea

de discriminacién basada en la aversion al gusto (Skinner y col., 1994).

Algunos estudios han demostrado también que los animales con lesiones del
féornix pueden resolver una tarea espacial en el LAM guidndose por claves
distales (Eichenbaum y col., 1990). Lo que caracteriza la conducta de estos
sujetos lesionados es la inflexibilidad de su respuesta, mostrando una ejecucién
muy inferior a los sujetos control cuando se utilizan maltiples puntos de salida
o se eliminan algunas de las claves ambientales, pero una ejecucién normal
cuando los ensayos reproducen exactamente las condiciones iniciales en las que
se adquiri6 el aprendizaje (Eichenbaum y col., 1990). Podemos considerar pues
a los aprendizajes espaciales y, en concreto, al aprendizaje en el LAM como un
tipo de aprendizaje flexible en el sentido de que los animales son capaces de
navegar por rutas no experimentadas previamente para localizar la plataforma

escondida.

Por otro lado, Redish y Touretzky (1998) han propuesto dos funciones
hipocampales en la soluciéon de la tarea plataforma-escondida en el LAM:
autolocalizacion y repeticion de ruta. La autolocalizacion hace referencia a la
capacidad de los animales para determinar su posicién en el ambiente y en
relacion al objetivo (plataforma escondida) y la repeticion de ruta es un proceso
de memoria que permite al animal hacer y deshacer rutas de forma rapida

dentro de ese ambiente. De acuerdo con estos autores, estas capacidades

34



Sistema Cerebral de Referencia Espacial

dependen de la combinaciéon de campos espaciales hipocampales y de los
procesos de potenciacién a largo plazo (PLP). Algunos autores han sugerido
asimismo que la PLP hipocampal seria la base neuronal del aprendizaje
hipocampo-dependiente, pero esta vision atn no ha sido probada de forma
concluyente (Bliss, 1998). De hecho, otros autores han demostrado que el
aprendizaje en el LAM es posible en animales donde se han bloqueado los
procesos de PLP y también que la ejecucion en el LAM puede afectarse cuando

se facilita la PLP (Cain, 1997a).

En resumen, parece ser que el hipocampo y las células hipocampales de lugar
son criticos para el aprendizaje espacial. No obstante, otros trabajos han puesto
de manifiesto que el mecanismo neurobiolégico subyacente a este aprendizaje
podria implicar la acciéon coordinada del hipocampo con otras estructuras
cerebrales proponiéndose papeles concretos para éstas. Asi, el aprendizaje
espacial en general, y la ejecucion en el LAM en particular, dependerian de la
acciéon coordinada de diferentes regiones cerebrales que constituirian una red
neural funcionalmente integrada. A continuacién se repasaran las principales

estructuras cerebrales que podrian constituir esta red.

2.3.2 Otras estructuras implicadas en el aprendizaje espacial

McNaughton y sus colaboradores (1989) descubrieron unas células en la corteza
parietal (células de direccion de la cabeza) con propiedades complementarias a
las células de lugar del hipocampo. Su actividad parece relacionarse con la
orientacion de la cabeza con respecto al entorno, independientemente de su
localizacién, apoyando la hipétesis de que la corteza parietal integra y procesa
tanto informacién visual como relativa al movimiento, ya que su lesion
deteriora la ejecucién en tareas espaciales. El hipocampo estaria més implicado
en el procesamiento de sefiales distales y la corteza parietal con las proximales
(Cressant y col., 1997). La contribucion de la corteza parietal al procesamiento
de la informacién espacial podria depender del grado de funcionalidad del

hipocampo (Thinus-Blanc y col., 1996), aunque el papel de estas dos estructuras
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no puede aislarse de otras dreas cuya actividad estd implicada en la integracion
y procesamiento que se hace del entorno. Se ha observado, asimismo, que las
ratas con lesiones en el cortex prefrontal, a diferencia de las que tienen lesiones
en el cortex parietal, presentan déficits en la adquisicion del aprendizaje en el
LAM (Mogensen y col., 1995). Las ratas con lesiones prefrontales parecen
capaces de utilizar claves distales para localizar la plataforma escondida pero
presentan déficits en los procesos de planificaciéon, impidiéndose asi la
formacion de una adecuada representacion de la secuencia de movimientos

necesaria para alcanzar la plataforma (Granon y Poucet, 1995; Mogensen y col.,

1995).

Por otro lado, se ha visto también que las lesiones del ntcleo accumbens, que
acttia como una especie de «puente» entre sistema limbico y motor (Ploeger y
col.,, 1994), deterioran la ejecucion en el laberinto de Morris. También se ha
sugerido que el neoestriado (caudado y putamen) intervendria en la
organizacion espacial de la conducta aunque de forma distinta al hipocampo.
Este altimo serfa el sustrato neural de la localizacién espacial «alocéntrica»,
relacionada con la formacién de los mapas cognitivos, mientras que el ndcleo
caudado intervendria en la localizaciéon «egocéntrica» (basada en la propia
situacion del cuerpo) (Devan y col., 1996). Las lesiones cerebelosas deterioran
también la ejecucion en el laberinto de agua, sugiriendo su implicacién en los
aspectos procedimentales de la tarea (D’'Hoodge y De Deyn, 2001). Finalmente,
otra region cerebral como el tidlamo participaria en el aprendizaje espacial

actuando como principal estacién de relevo (Conway, 1998).

2.4 SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION Y APRENDIZAJE ESPACIAL
Aunque se han estudiado diversos sistemas de neurotransmisién en relacién
con el aprendizaje y la memoria espacial, el glutamato y la acetilcolina han sido

los mas investigados (Myhrer, 2003). A continuacién se repasaran los
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principales sistemas de neurotransmisién y su implicacion en el aprendizaje

espacial.

A) Acetilcolina

Diferentes estudios experimentales han puesto de manifiesto que las
manipulaciones farmacolégicas que suprimen la actividad colinérgica afectan la
adquisicion del aprendizaje espacial en el LAM (McNamara y Skelton, 1993;
Morris y Davis, 1994; Rison y Stanton, 1995). Asi, por ejemplo, el bloqueo de los
receptores centrales muscarinicos de la acetilcolina por atropina o escopolamina
deteriora la adquisicién en el LAM pero no su recuerdo (Brandeis y col., 1989;
McNamara y Skelton, 1993). Por otro, estudios experimentales con ratas han
mostrado que la administracién aguda de agonistas colinérgicos antes del
entrenamiento mejora el aprendizaje en el LAM tanto si los sujetos presentan o
no déficits asociados a la edad o a lesion cerebral (Riekkinen y Riekkinen, 1997;

Hodges y col., 1995).

B) Glutamato

El sistema glutamatérgico también parece intervenir en este aprendizaje, ya que
los antagonistas de los receptores NMDA, incluso en dosis pequenias,
deterioran la adquisicion del LAM de forma especifica (McLamb y col., 1990;
Wesierska y col., 1990). Ademas, la PLP en la mayoria de las sinapsis del
hipocampo depende de la actividad de dichos receptores (Cain, 1998). Cain y
sus colaboradores a lo largo de diferentes estudios (1996a; 1996b; 1997),
mostraron que los antagonistas NMDA deterioran la ejecucién en el LAM a
través de la induccion de defectos sensomotores e hiperactividad mas que a
través de déficits en el aprendizaje espacial propiamente dichos. No obstante,
otros autores han mostrado pequefias mejorias en la adquisicion y retencion del
aprendizaje en el LAM en animales tratados con dosis bajas de antagonistas de
los receptores NMDA (Mondadori y Weiskrantz, 1993). Por todo ello, hay
controversia respecto a la implicaciéon exacta de estos receptores en el

aprendizaje espacial (Lalonde y Cote, 1993; Zamanillo y col., 1999) pues podria
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ser que los receptores NMDA contribuyesen pero quiza no fueran esenciales

para el aprendizaje de lugar.

C) GABA

La activacion del sistema de neurotransmision gabaérgico interfiere
directamente sobre las habilidades de aprendizaje espacial mientras que su
supresion potencia éstas y otras funciones (McNamara y Skelton, 1993). Asi, por
ejemplo, la clorodiazepoxide y la CL 218,872, agonistas selectivos de los
receptores GABA4, deterioraron el entrenamiento de adquisiciéon en el LAM y
la subsiguiente prueba test (McNamara y col., 1993) mientras que el diazepam y
el triazolam no afectaron la adquisiciéon pero si el recuerdo de la informacién
espacial en el LAM (Brioni y Arolfo, 1992; Kant y col., 1996, McNamara y
Skelton, 1991). No obstante, estudios experimentales con ratones mostraron que
la administracién crénica de vigabatrina, una droga gabaérgica, no afect6 la
ejecucion en el LAM de los sujetos (Ylinen y col., 1991) y que ésta tampoco se
vio afectada en aquellos que recibieron pentobarbital en dosis que producen

importantes disfunciones motoras (Beaudin y Lalonde, 1997).

D) Aminas biogénicas

En vistas del hecho que la deplecién cerebral de noradrenalina, dopamina o
serotonina no parece afectar la ejecucion del LAM, se hipotetizé6 que los
sistemas aminérgicos no jugarian un rol critico en el aprendizaje espacial
(McNamara y Skelton, 1993). Sin embargo, investigaciones mds recientes han
atribuido algunas funciones concretas en la formaciéon de la memoria espacial a
los diferentes sistemas aminérgicos. Por ejemplo, se ha visto que la infusién de
noradrenalina (NA) en la amigdala basolateral mejora la adquisiciéon y la
prueba test, en ratas (Hatfield y McGaugh, 1999). Asimismo, al inhibir la
transmisiéon dopaminérgica, mediante la administracién de neurolépticos, se
impide el aprendizaje espacial (Ploeger y col., 1994). Dado que los antagonistas
de la dopamina deterioran tanto la tarea plataforma-escondida como la tarea
plataforma-visible en el LAM, se ha sugerido que los déficits sensomotores o

motivacionales podrian subyacer a los efectos de estos componentes
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(McNamara y Skelton, 1991). Finalmente, un estudio de Levkovitz y sus
colaboradores (1994) mostré que la inyeccién de triptéfano, el precursor de la
serotonina, alivié los déficits de aprendizaje en el LAM, en ratas viejas. No
obstante, el rol concreto del sistema serotonérgico sobre la adquisicion y
retencion en el LAM no queda adn del todo claro debido a la heterogeneidad de
los receptores de la serotonina (5-HT) y la expresion de un gran nimero de
subtipos diferentes en el sistema nervioso central. Asi, de los diferentes estudios
farmacologicos realizados con ligandos selectivos del receptor 5-HT asi como
estudios con ratones transgénicos a los que les falta algtn subtipo del receptor
5-HT se desprende que algunos subtipos del receptor como el 5-HT> y el 5-HT4
podrian ser necesarios para potenciar el aprendizaje en el LAM mientras que

otros subtipos como el 5-HT1 y el 5-HT3 podrian deteriorarlo.

E) Neuropéptidos

Algunos péptidos actian como neurotransmisores o neuromoduladores en el
sistema nervioso central y algunos de ellos estan implicados en los procesos que
subyacen al aprendizaje en el LAM. La somatostatina, el péptido intestinal
vasoactivo (VIP) y algunos otros péptidos influyen en la adquisicién del LAM
aunque no estan claras sus contribuciones al aprendizaje espacial (Fitzgerald y
Dokla, 1989; Itoh y col., 1994). Por otro lado, pruebas experimentales han
mostrado que la activacion del sistema opioidérgico deteriora el aprendizaje en
el LAM (Brandeis y col., 1989; Sprick y col., 1996). Algunos de los efectos de los
opioides sobre el aprendizaje espacial podrian deberse a la inhibicién que éstos

producen sobre la activacion noradrenérgica (Introini-Collison y col., 1995).

En resumen, si bien el glutamato y la Ach han sido los neurotransmisores mas
ampliamente estudiados y relacionados con el aprendizaje y la memoria de
referencia espacial en el LAM, no podemos descartar la implicacién de otros

sistemas de neurotransmision en estos procesos cognitivos.
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3. MODULACION DE LA CONSOLIDACION DE LA MEMORIA

3.1 INTRODUCCION

Tras la adquisicion de un aprendizaje sigue un periodo de tiempo labil durante
el cual la formacion de una traza de memoria en una zona del cerebro puede ser
modulada por la accién de otras zonas cerebrales o por influencias hormonales
(McGaugh, 1989). Este periodo se conoce como consolidacién, y su duraciéon
estd en relaciéon con el curso temporal que siguen los procesos celulares y
moleculares subyacentes al aprendizaje, de modo que una vez estabilizados, no
se puede modular la formacién de la traza de memoria recientemente
adquirida. Segan McGaugh (2000), la consolidaciéon podria haber sido
seleccionada por la evolucién por su funcién adaptativa, ya que permite a los
procesos endégenos activados por una experiencia determinada modular la
intensidad del recuerdo de esa experiencia. En los diferentes sistemas que
pueden modular la formacién de las trazas de memoria, podemos destacar tres

caracteristicas comunes (Cahill y McGaugh, 1996):

1. Su periodo de accién estd limitado a una ventana temporal después de la
activacion de la traza de memoria. Pasado cierto tiempo, estos sistemas pueden
ser inactivados sin que se observe ninguna afectacion de la posterior

recuperacion de la informacion.

2. Estos sistemas pueden facilitar tanto la formacién de la memoria como
dificultarla en funcién de las condiciones del aprendizaje y los estimulos
intervinientes.

3. Mientras que los diferentes sistemas de memoria s6lo pueden almacenar un
tipo de informacién, los sistemas moduladores pueden influir en la formacién

de diferentes tipos de memorias.

En el presente trabajo, inmediatamente después de las sesiones de adquisicién
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del aprendizaje en el LAM, se ha estimulado uno de estos posibles sistemas
moduladores de la consolidacion de la memoria: el sistema del refuerzo del

HPM mediante el tratamiento de AEIC.

3.2 MODULACION DE LA CONSOLIDACION DE LA MEMORIA POR
AEIC EN EL HPM

Desde que Olds y Milner (1954) descubrieron el fenémeno de AEIC en ratas,
este procedimiento experimental ha demostrado ser una manera consistente de
facilitar los procesos de aprendizaje y memoria. Routtenberg (1974, 1975, 1979)
demostré que tanto la estimulacion como la lesiéon de la mayor parte de las
localizaciones donde se puede inducir la conducta de AEIC era capaz de
modificar los procesos de adquisicién y retencién del aprendizaje. Posteriores
trabajos han mostrado que la interaccion funcional entre el substrato nervioso
del refuerzo y los procesos de consolidaciéon de la memoria depende de
diferentes variables que pueden modificar el efecto de la AEIC, como el
momento de administracién de la estimulacion, el tipo y los pardmetros de
estimulacion utilizados, el paradigma de aprendizaje evaluado, la contingencia

entre estimulos o entre estimulos y respuestas durante el entrenamiento, etc.

3.2.1 Efectos de la AEIC post-entrenamiento

En general, en base a multiples pruebas experimentales, es posible destacar que
la AEIC del HPM a nivel del HL administrada post-entrenamiento facilita la
adquisicién y retencion de mdaltiples tareas de aprendizaje. El componente de
autoadministracion del tratamiento no parece ser necesario para observar los
efectos facilitativos sobre la consolidaciéon de la memoria, dado que tanto la
autoadministracion (AEIC) como la administracion por parte del
experimentador (EICr) de la estimulacion eléctrica reforzante del HPM son
capaces de inducir dichos efectos. No obstante, el tratamiento autoadministrado

parece tener una mayor eficacia.
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En referencia a los efectos sobre la adquisiciéon del aprendizaje, hemos podido
observar en experimentos realizados en nuestro laboratorio que la AEIC del
HPM administrada después de cada sesion de aprendizaje facilita la
adquisiciéon de una tarea de evitacion activa de dos sentidos (EV2) en un
paradigma distribuido (Aldavert-Vera y col.,, 1997, Massanés-Rotger y col,,
1998; Segura-Torres y col., 1988; Segura-Torres y col., 1991). En referencia a la
retencion, la mayor parte de los trabajos han estudiado los efectos de la AEIC a
las 24 horas después del entrenamiento. De esta forma, se ha podido comprobar
que tanto la EICr como la AEIC facilitan la retencion a las 24 horas de diferentes
tareas de aprendizaje. A mas largo plazo, se ha podido comprobar que la AEIC
facilita a los 7 dias la retencién de la conducta de presiéon de la palanca en un
paradigma de caja de Skinner (Saitoh e Inokuchi, 2000). La AEIC administrada
seglin un paradigma distribuido ha mostrado también efectos facilitativos sobre
la retencion del condicionamiento de EV2 a los 10 (Massanés-Rotger y col., 1998;
Segura-Torres y col., 1988; Segura-Torres y col., 1991) y a los 30 dias (Segura-
Torres y col.,, 1991) y se ha visto que la AEIC post-entrenamiento es capaz de
facilitar la EV2 en sujetos que han recibido muy poco entrenamiento (5 ensayos

en la EV2) (Ruiz-Medina y col., 2007).

3.2.1.1 Parametros experimentales que afectan a la AEIC
El efecto de la AEIC post-entrenamiento sobre el aprendizaje y la memoria
parece depender de diferentes factores, como la demora en la administraciéon
del tratamiento, la contingencia entre estimulos o entre estimulos y respuestas
durante el entrenamiento, la intensidad de la corriente estimulante y la cantidad
de trenes administrados (Aldavert-Vera, 1993; Massanés-Rotger, 1998; Soriano-

Mas, 2002).

A) Demora y contingencia
En referencia a la demora en la administracion del tratamiento, tanto el efecto
de la EICr como de la AEIC sobre el aprendizaje se relaciona inversamente con

la demora con la que se administra la estimulacién en referencia a la sesiéon de
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entrenamiento. Asi, por ejemplo, en una tarea operante apetitiva, con una
demora de 1 hora se anulan los efectos facilitativos sobre la retencién a las 24
horas (Major y White, 1978), mientras que en una tarea de condicionamiento
clasico parecen ser necesarias 2 horas para que desaparezca el efecto facilitador
(Coulombre y White, 1980), y 4 horas en un paradigma de precondicionamiento

sensorial (Coulombre y White, 1982b).

Otra condicién necesaria para que el tratamiento de AEIC administrado
después del entrenamiento sea efectivo es que realmente se de una contingencia
entre estimulos o entre estimulos y respuestas durante el aprendizaje. De esta
forma, Coulombe y White (1980, 1982b) comprobaron que la estimulacion
reforzante del HPM no tenia efectos sobre la retencién a las 24 horas de un
condicionamiento clasico y de un condicionamiento sensorial, si los estimulos

del condicionamiento no se presentaban de forma contingente.

B) Intensidad de la corriente y cantidad de trenes

La cantidad de trenes administrados y la intensidad de la corriente estimulante
también parecen ser parametros criticos en la facilitacion de la adquisicion y la
retencion del aprendizaje mediante la AEIC (Aldavert-Vera, 1993; Massanés-
Rotger, 1998; Soriano-Mas, 2002). En general, existe una correlacién positiva
significativa entre la cantidad de trenes y el nivel de facilitacién alcanzado.
Concretamente, la facilitacion mas potente parece observarse en tratamientos de
2500 trenes al 100% de la intensidad 6ptima de estimulacion para cada sujeto,
siendo necesario un nivel minimo de estimulaciéon de 500 trenes para poder
obtener efectos facilitativos (Segura-Torres y col., 1991). La intensidad también
es un factor importante, ya que se ha comprobado que al 80% de la intensidad
optima del sujeto se necesitan entre 2500 y 4500 trenes para poder obtener
efectos facilitativos sobre la adquisicion del condicionamiento de EV2 (Segura-

Torres y col., 1991).
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3.2.1.2 Diferencias individuales: nivel de aprendizaje y edad
Resultados previos de nuestro laboratorio han puesto de manifiesto que los
efectos facilitativos del tratamiento de AEIC post-entrenamiento parecen ser
mas fuertes en sujetos experimentales con un bajo nivel de aprendizaje
(Aldavert-Vera y col., 1996) o que han recibido poco entrenamiento (Ruiz-
Medina y col., 2007), sugiriendo que dicho tratamiento es mas o menos efectivo

en funcién de los niveles de aprendizaje inicial.

Otra poblaciéon que también se ha visto diferencialmente favorecida por el
tratamiento de AEIC es la de los animales viejos, que, por su condicién
tisiol6gica, generalmente presentan niveles de aprendizaje inferiores al de los
animales jovenes. Un trabajo de nuestro laboratorio (Aldavert-Vera y col., 1997)
evalu6 los efectos de la AEIC post-entrenamiento sobre la adquisicion y
retenciéon a largo plazo del condicionamiento de EV2 en ratas viejas. Sus
resultados mostraron que la AEIC del HL facilit6 la adquisicion de la tarea,
mostrando que la relacion entre la activacion del sistema nervioso del refuerzo
y la facilitacion de la memoria puede observarse también durante el
envejecimiento. Otro estudio de nuestro laboratorio puso de manifiesto que la
AFIC es capaz de revertir amnesias experimentalmente inducidas. Asi, este
tratamiento fue capaz de revertir el déficit de aprendizaje y memoria causado
por la lesiéon del ntcleo Parafascicular (PF) del tdlamo obteniéndose también
estos resultados en ratas viejas con lesién diencefélica, en edades que presentan
déficit cognitivo para aprender y recordar tareas de aprendizaje (Redolar-Ripoll
y col., 2003). El tratamiento de AEIC permiti6é a los sujetos tratados alcanzar
niveles de aprendizaje y memoria significativamente superiores a los que

hubieran conseguido sin tratamiento (Redolar-Ripoll y col., 2003).

3.2.2 Efectos de la estimulacién pre-entrenamiento

Aunque en la mayoria de los experimentos, que han estudiado los efectos de la
AEIC sobre el aprendizaje y la memoria, el tratamiento de AEIC se aplicaba

post-entrenamiento algunos trabajos han estudiado el efecto del tratamiento.
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administrado antes del entrenamiento. Estos estudios han seguido
principalmente dos tipos de aproximaciones experimentales: 1) la
administracion crénica del tratamiento de AEIC, distribuido en varias sesiones,
aplicado un tiempo antes del entrenamiento (dias o semanas) y 2) la

administracion del tratamiento de AEIC contingente al entrenamiento:

1. Tratamientos Croénicos.
Los tratamientos crénicos, distribuidos en varias sesiones, aplicados un tiempo
antes del entrenamiento (dias o semanas) son capaces de facilitar los procesos
de aprendizaje y memoria posteriores. Los primeros estudios sobre este tipo de
tratamientos fueron realizados con estimulacién eléctrica reforzante aplicada
por el propio experimentador (EICr), y se estudi6 el efecto de este tipo de
estimulacion en los primeros estadios de desarrollo postnatal sobre diferentes
condicionamientos en la edad adulta. Dentro de este conjunto de estudios, se
observo que la EICr del HL a los 10 (Velley y Cardo, 1979) y 15 dias de edad
(Velley y Cardo, 1979; Velley y col., 1978) aumentaba claramente la capacidad
para adquirir una respuesta operante a las 4 semanas de la estimulaciéon. No
obstante, este tipo de estimulacion demostré efectos deteriorantes sobre el
aprendizaje cuando se utilizaban reforzadores negativos en aprendizajes de
evitacion (Velley y col., 1978). Una posible explicaciéon que dan los autores es
que el sustrato neural que controla las conductas de evitaciéon todavia fuera
inmaduro y que, por tanto, la EICr del HL indujera algtn tipo de desequilibrio
entre los sistemas de aproximaciéon y los de evitacion, en detrimento de estos

altimos (Velley y col., 1981).

En animales adultos, se ha podido comprobar también que el tratamiento de
AEIC del ATV administrado durante 10 dias consecutivos es capaz de facilitar
la posterior adquisicién (a los 10 dias) tanto de aprendizajes operantes como
espaciales (Yoganarasimha y col., 1998). Estos autores interpretan que esa
facilitacion podria deberse a mecanismos de plasticidad neural persistentes en

el tiempo. Ademas, Yoganarasimha y Meti (1999) han demostrado que una
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exposicion al tratamiento de AEIC de las mismas caracteristicas anteriores
revierte los déficits conductuales inducidos por la lesiéon bilateral del férnix
sobre la adquisicion y ejecucién de tareas de aprendizaje espacial y operante
dependiente del hipocampo. Los mismos autores proponen que la AEIC es
capaz de aminorar los efectos de dicha lesién, induciendo plasticidad neural en
el hipocampo, la cual podria actuar como un mecanismo compensatorio a la

lesién (Yoganarasimha y Meti, 1999).

2. Tratamientos contingentes al entrenamiento
A diferencia de los tratamientos crénicos, la administracion de la AEIC
inmediatamente antes del entrenamiento no siempre ha mostrado efectos
facilitativos sobre las diferentes tareas de aprendizaje evaluadas. Diversos
trabajos de nuestro laboratorio han puesto de manifiesto que la AEIC del HL
administrada inmediatamente antes del entrenamiento facilita la adquisiciéon
del condicionamiento distribuido de EV2 (Segura-Torres y Capdevila-Ortis,
1986; Segura-Torres y col., 1988), y que dicha facilitacién se mantiene a largo
plazo (10 dias) con la misma eficacia que cuando es administrada post-
tratamiento (Segura-Torres y col., 1988). Hay que tener en cuenta que, al
tratarse de un paradigma distribuido, es metodolégicamente dificil interpretar
si el tratamiento de AEIC ha afectado a la consolidacién en curso, a la
recuperaciéon de la informacién ya consolidada en sesiones anteriores o si se

trata de un mecanismo de plasticidad neural.

De forma contraria, otro estudio ha mostrado que la administracion de una
tnica sesion de AEIC inmediatamente antes de la adquisicion del aprendizaje
no parece facilitar la posterior recuperacion de la informaciéon de un
condicionamiento cldsico apetitivo (Coulombe y White, 1980). A la hora de
interpretar estos resultados aparentemente contradictorios, hay que tener en
cuenta la existencia de diferencias procedimentales entre este trabajo y los
anteriores, dado que el paradigma de condicionamiento utilizado es diferente y

el nimero de sesiones de AEIC también varia.
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3.3 HIPOTESIS EXPLICATIVAS DEL EFECTO MODULADOR DE LA AEIC
Como se ha comentado en puntos anteriores, la estimulacion cerebral reforzante
ha demostrado ser un procedimiento capaz de modular positivamente los
procesos de aprendizaje y memoria. El hecho de que la AEIC facilite diversas
tareas de aprendizaje cuando es aplicada en condiciones diferentes nos lleva a
sugerir que este tratamiento podria tener varios modos de accién que pudieran

afectar a la conducta tanto a corto como a largo plazo.

A corto plazo, la AEIC parece actuar sobre el proceso de la consolidacién en
curso de la traza de memoria. Esta hipotesis se apoya en diferentes pruebas
experimentales que muestran que la eficacia del tratamiento depende de su
continuidad temporal con el entrenamiento y de la contingencia entre los
estimulos. Concretamente, los efectos facilitativos de la AEIC del HL podrian
deberse principalmente a una aceleraciéon del proceso de consolidacién. A favor
de esta idea, resultados de nuestro laboratorio que han analizado la retencion
de un aprendizaje de EV2 en diferentes tiempos tras su adquisicién, han puesto
de manifiesto que los sujetos que tras la sesién de entrenamiento recibian un
tratamiento de AEIC mostraban a las 24 horas un nivel de retencién similar al
conseguido por los sujetos control en 7 dias (Aldavert-Vera y col., 1996). Por
otro lado, algunos autores proponen que la AEIC post-entrenamiento podria
provocar un fortalecimiento retroactivo de las asociaciones establecidas por el
aprendizaje (Coulombe y White, 1980; Major y White, 1978). En este sentido,
Coulombe y White (1980) han sugerido que la AEIC podria actuar de forma
similar a la repeticién de la experiencia dado que para alcanzar un nivel similar
de aprendizaje en una tarea de condicionamiento aversivo, el ntimero de
emparejamientos entre los estimulos condicionado e incondicionado que
requirieron los sujetos tratados con AEIC del HL fue un 80% menor que los

requeridos por los sujetos controles.

Diversos trabajos se han centrado en la importancia que podria tener el

componente reforzante de la AEIC en sus efectos facilitativos a corto plazo. Asi,
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se ha sugerido que la AEIC podria actuar sobre la traza de memoria
recientemente formada fortaleciéndola, manteniéndola en el curso temporal de
los procesos subyacentes a la consolidacién o promoviendo la asociacién entre
las trazas de memorias ya existentes de un estimulo y de una respuesta
operante (Huston y Oitzl, 1989). No obstante, existen pruebas de que el efecto
facilitador de la AEIC sobre la consolidacién de la memoria es independiente de
su caracter reforzante. De este modo, se ha observado que la estimulacién del
HL a intensidades subumbral de refuerzo es capaz también de facilitar la
retencion de diferentes tareas de condicionamiento (Destrade y Jaffard, 1978).
Igualmente, se ha podido demostrar que la administracién de anfetamina en el
caudado, a pesar de no tener efectos reforzantes, facilita la formacién de la
memoria de diferentes tareas de aprendizaje, mientras que la administracién en
el Acc, a pesar de sus potentes efectos reforzantes, no muestra estos efectos

facilitativos (White y Milner, 1992).

Partiendo de la idea de que el componente reforzante de la AEIC no parece
necesario para facilitar el aprendizaje y considerando que el sustrato nervioso
del refuerzo se encuentra anatémica y funcionalmente relacionado con los
sistemas de activacion general, otros autores sugieren que el factor critico para
la modulacién del aprendizaje a través de este tratamiento podria ser el
incremento artificial de la activaciéon general del sistema nervioso durante el
periodo critico del procesamiento de la informacién (Destrade y Jaffard, 1978).
Los sistemas de arousal central promueven la excitabilidad de las neuronas de
la corteza y de otras estructuras telencefélicas, como la amigdala, el hipocampo
o el estriado, facilitando, de esta manera, el procesamiento de la informacién
(Marrocco y col., 1994). Si este efecto facilitatorio tiene lugar durante la fase
critica de consolidacién de la memoria, ésta se podria modular positivamente,
de la misma forma que podemos modular positivamente los procesos
atencionales cuando la activacién de tales sistemas de arousal central coincide
con la fase de recogida de informacién (Corbetta y Shulman, 2002). Muchos

resultados experimentales apoyan esta hipotesis, ya que se ha podido
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comprobar que diversos sistemas cerebrales y hormonales especificos
relacionados con el arousal regulan tanto la formacién de nuevas memorias
(Cahill y McGaugh, 1998; Nielson y col., 1996), como la reactivaciéon de
memorias previamente adquiridas (Przybyslawski y Sara, 1997; Sara y col.,,
1999). Del mismo modo, se ha podido comprobar que un estado de arousal
determinado puede modular algunos mecanismos de plasticidad cortical a
corto plazo (Castro-Alamancos y Connors, 1996). En definitiva, el tratamiento
de AEIC podria facilitar la consolidacion de la memoria mediante la producciéon

de un incremento de la activaciéon general del sistema nervioso.

La activacion generalizada que produce la AEIC del HPM ha mostrado ser una
forma consistente de induccion de cambios morfolégicos a largo plazo en el
tejido nervioso. En ratas adultas, se ha podido observar que el tratamiento de
AEIC del HL y del ATV-SN durante un periodo de 10 dias es capaz de inducir
aumentos de la longitud (Shankaranarayana Rao y col, 1994) y de la
arborizaciéon dendritica (Bindu y Desiraju, 1990; Shankaranarayana Rao y col.,,
1993) en neuronas del HL, de la SN, de la zona CA3 del hipocampo y de la capa
V del coértex motor, un incremento en la densidad numérica de sinapsis, tanto
en la region CA3 como en la capa molecular del coértex motor
(Shankaranarayana Rao y col., 1997), asi como un incremento del nimero de
excrescencias en las dendritas apicales de CA3, posiblemente debido a una
facilitacion de la transmisiéon sindptica en la via de las fibras musgosas
hipocampales (Shankaranarayana Rao y col., 1998¢c). Estos cambios se deben a la
experiencia de autoestimulacién y no a los efectos de la mera estimulacién
eléctrica (Shankaranarayana Rao y col, 1993). Ademas, son duraderos,
sostenibles en el tiempo, incluso 60 dias después de la finalizacion del
tratamiento de AEIC (Shankaranarayana Rao y col., 1998b). Estos autores
sugieren que los cambios encontrados en las neuronas piramidales de CA3
podrian estar relacionados con la experiencia de aprendizaje asociada a la
AEIC, pudiendo, de esta manera, aumentar la capacidad cognitiva y atencional

de los animales. Asi, se ha podido comprobar que un tratamiento de AEIC de
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estas caracteristicas facilita la posterior adquisicién de tareas de aprendizaje
espacial y operante en ratas (Yoganarasimha y col., 1998). Teniendo en cuenta
también que tanto las espinas dendriticas como las excrescencias de las
neuronas piramidales de CA3 se han propuesto como el principal sustrato para
la modificacién sindptica asociada con la plasticidad funcional en el hipocampo
(Mahajan y Desiraju, 1988), una hipétesis explicativa de la ocurrencia de los
cambios plasticos a largo plazo después del tratamiento de AEIC podria ser que
éstos fueran ocasionados a través de la inducciéon de la PLP consecuente a la
estimulacion eléctrica reforzante del tejido nervioso. Por otro lado, los cambios
encontrados en la corteza motora, probablemente respondan a un incremento
en las aferencias a las neuronas piramidales desde vias sensoriomotoras, asi
como desde otros circuitos implicados en la planificaciéon y ejecucion de la

actividad motora (Shankaranarayana Rao y col., 1993).

Teniendo en cuenta que los fenémenos de plasticidad neural pueden incluir
cambios neuroquimicos (Martin y col., 2000), se ha podido comprobar que la
AEIC del HL y del ATV-SN aumenta significativamente los niveles de
glutamato, DA, NA y la actividad enzimética de la acetilcolinesterasa (AChE)
en el hipocampo y en el cértex motor (Shankaranarayana Rao y col., 1998a) y
que es capaz de estimular la expresion de genes de células hipocampales cuya
expresion promueve la sintesis de moléculas implicadas en mecanismos de
plasticidad y aprendizaje y consolidacién de la memoria (Huguet y col., 2007).
Asi, las diferentes interacciones neuroquimicas inducidas por la AEIC podrian
estar implicadas en los mecanismos de sinaptogénesis y ser las responsables de
los cambios estructurales producidos (Shankaranarayana Rao y col., 1998a), e
incluso del efecto facilitativo mostrado sobre las capacidades cognitivas de los

animales (Yoganarasimha y col., 1998; Yoganarasimha y Meti, 1999).
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4. EL LABERINTO ACUATICO DE MORRIS

4.1 INTRODUCCION

Como ya se comento en el planteamiento de este trabajo, el laberinto de agua
fue disefiado en 1981 por Richard G. Morris para estudiar y evaluar el
aprendizaje y la memoria espacial en ratas de laboratorio y, desde entonces, se
ha convertido en uno de los instrumentos de uso mas frecuente en Neurociencia
del comportamiento. Sin duda, una de las razones de su éxito es su relativa
simplicidad y el hecho de que se eviten los problemas generados por las claves
olfativas que se acumulan en los laberintos tradicionales. No obstante, aunque
el procedimiento bésico es relativamente simple, también ha sido usado en
algunos de los mas sofisticados experimentos en el estudio de la Neurobiologia
y Neurofarmacologia del aprendizaje y la memoria espacial asi como en la
validacion de modelos animales (roedores) de desérdenes neurocognitivos. El
laberinto acuético se ha ganado, por tanto, una posicién importante en el
corazén de la investigacion en Neurociencia de nuestros dias y aunque ha
recibido diferentes nombres (piscina de Morris, laberinto Morris, laberinto
acuatico, laberinto de nado, tarea de navegacién espacial), el mas comun ha

sido y es el de Laberinto Acuéatico de Morris (LAM).

El LAM es una piscina circular llena de agua a una temperatura que oscila entre
18 y 27 °C, segtin se utilicen ratas o ratones, en la que se sumerge una
plataforma que debe ser localizada por el animal. El agua se vuelve opaca con
leche o alguna sustancia no téxica para que el animal no vea la plataforma
aunque se ha demostrado que ésto no es necesario ya que el animal nada con la
cabeza por encima del agua, lo que le impide ver la plataforma. Aunque
originalmente Morris (1984) describié dos tanques para ratas: uno de 132 cm de
didmetro y otro de 214 cm de didmetro, el laberinto también se adapta para
ratones variando el tamafio (120-200 cm para ratas y 73-180 cm para ratones) y
la altura del aparato (56-75 cm para ratas y 28-57 cm para ratones), asi como la

plataforma de escape (19 x 22 ¢cm para ratas y 6 x 6 cm para ratones). En la
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versiéon tradicional del laberinto los sujetos experimentales nadan desde
diferentes puntos de salida, situados en el perimetro de la piscina, hasta
encontrar la plataforma escondida bajo el agua. Para localizar la plataforma, el
sujeto depende de landmarks o puntos de referencia. El término landmark
engloba un amplio rango de posibilidades tales como pequefios faros u objetos
en la piscina y, por tanto, relativamente cerca de la plataforma, conjuntos de
objetos localizados inmediatamente alrededor de la circunferencia de la piscina
(e.g., Prados y Trobalon, 1998; Rodrigo y col., 1997); y, en la mayoria de los
experimentos, otros objetos localizados en la habitacién en la que se encuentra
la plataforma (una mesa, una ldmpara, posters en las paredes, ventanas, una
puerta o incluso claves estaticas generadas en el laboratorio como el aire
acondicionado). En muchos de estos experimentos se utilizan simultdineamente
estos diferentes tipos de claves (Chamizo y col., 2006). Respecto al nimero de
objetos distales al laberinto suficientes para garantizar el aprendizaje, se ha
demostrado que una cortina alrededor de la piscina retrasa la adquisicién de la
tarea (Morris, 1981) y que cuanto més simple es el entorno exterior al laberinto
mas facil es el aprendizaje de lugar (Lamberty y Gower, 1991). No obstante, las
ratas de los experimentos de Prados y Trobalon (1998) y Rodrigo y
colaboradores (1997) tuvieron dificultades para encontrar la plataforma
escondida cuando soélo se utilizaba un tnico punto de referencia. Por otro lado,
la precision con la que las ratas pueden estimar la distancia entre las diferentes
claves y la plataforma varia inversamente con la distancia (Chamizo y col,,
2006). Asi, como corroboré un estudio de Chamizo y Rodrigo (2004) a menor
distancia, més probable es que una tnica clave sea suficiente para localizar la
plataforma. Ellas entrenaron a ratas con una tnica clave presente y registraron
la latencia para alcanzar la plataforma en los ensayos de entrenamiento y la
proporcién de tiempo que los sujetos pasaron en el cuadrante target en los
ensayos de prueba. En ambas medidas, la ejecucion de las ratas fue mejor
cuando la tdnica clave se encontraba suspendida inmediatamente sobre la
plataforma que cuando se encontraba sobre la pared de la piscina (a unos 50 cm

de la plataforma) y mejor en esta segundo condicién que en una tercera, cuando
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la clave se suspendi6 sobre la pared de la piscina en el cuadrante opuesto al de
la plataforma (a unos 110 cm de ella). La proximidad de la clave a la plataforma
es un factor importante y a tener en cuenta a la hora de disehar el
procedimiento experimental, sobretodo para evitar posibles fenémenos de

ensombrecimiento cuando se trabaja con més de una clave.

Otros estudios experimentales han comprobado que los roedores normales, sin
lesién o déficit cognitivo asociado a la edad, aprenden a localizar rapidamente
la plataforma sumergida usando vias directas que indican que la navegacion a
un punto fijo y oculto en el espacio puede ser guiada por informacién de la
memoria sobre su relacion espacial con claves distales y externas al laberinto
que se encuentran “lejos” del lugar de la piscina el en que se hallan los sujetos.
Asi, con esta tarea es posible valorar memoria de referencia espacial (memoria
episoddica), si la plataforma y los objetos mantienen siempre la misma relacién
espacial y también la memoria de trabajo, cuando esta relacién cambia en cada
ensayo. La memoria de referencia es independiente de los ensayos y permite
aprender el procedimiento general de ejecucion de la tarea y la memoria de
trabajo en cambio es una memoria temporal que depende de cada ensayo. El
LAM puede también utilizarse como tarea no espacial. En este procedimiento la
plataforma es visible y puede llevar acoplada alguna sefial, por lo que los
animales resuelven la tarea sin hacer uso, necesariamente, de la informacion
que el espacio proporciona (esencial para la versiéon plataforma oculta). De
hecho, ambas versiones (oculta-visible) no son igualmente sensibles a los
déficits conductuales. Un deterioro en la tarea visible sugerirfa que el
tratamiento experimental estd afectando a otras capacidades mas que al
aprendizaje espacial «per se» (Morris, 1984). Sin embargo, incluso con la
plataforma visible, los animales podrian hacer uso de informacién espacial para
localizar la plataforma. Unicamente una ejecucién correcta de la version oculta
junto con un deterioro de la visible indicarfa que los déficits motivacionales o
sensoriomotores no contribuyen significativamente al aprendizaje espacial

(D’'Hooge y De Dyen, 2001).
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En la mayoria de los estudios conductuales podemos distinguir tres fases: la de
habituacion a la piscina, la de adquisicion del aprendizaje y la de retencion del

aprendizaje denominada también prueba o test. En la fase de habituacién se

introduce al animal con el hocico hacia las paredes de la piscina, se le deposita
en el agua y se le deja nadar libremente durante 60-120 segundos. Con estos
ensayos de habituacién en los que la plataforma estd sumergida pero las claves
espaciales no estan presentes, se pretende familiarizar al animal con la situacién
experimental y paliar los efectos interferentes sobre el mismo causados por las
respuestas emocionales a los estimulos nuevos (Dieter, 1977). Finalizados los
60-120 segundos del ensayo, el animal es guiado manualmente hasta la
plataforma sumergida donde se le mantiene 30 segundos. En la fase de
adquisiciéon se introduce al animal de igual manera que en la fase de
habituaciéon y se le deja también nadar libremente durante unos 60-120
segundos para que busque la plataforma. En estos ensayos de adquisicién tanto
la plataforma como las claves espaciales estdn presentes. Se considera que el
sujeto ha encontrado la plataforma cuando permanece en ella 5 o 10 segundos.
En caso de no encontrarla, igual que en la fase de habituacién, el animal es
guiado por el experimentador hacia la plataforma donde se le ayuda a subir y
se le deja 30 segundos. Pasados estos segundos, se retira al animal de la
plataforma y se le deja descansar brevemente en su jaula habitual antes de
iniciar el siguiente ensayo. Este procedimiento se repite en los distintos ensayos
y a lo largo del entrenamiento. La capacidad del animal para localizar
eficientemente la plataforma depende de la utilizacién de las claves que rodean
a la piscina. Después de esta fase de adquisicion o aprendizaje, que puede durar

varios dias, se realiza una prueba final de retencién, ensayo de prueba o test en

el que se retira la plataforma de la piscina. En este ensayo se permite al animal
nadar entre 60-100 segundos y se registra el tiempo que éste pasa en el
cuadrante target (donde debiera encontrarse la plataforma), el tiempo que pasa
en el resto de cuadrantes y las trayectorias de nado. FEsta es una prueba de
preferencia espacial en la que, si el animal ha aprendido a localizar la

plataforma en base a las claves distales al laberinto, nadara maés tiempo en el
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cuadrante target, es decir, en el que debiera estar situada la plataforma (ver

tigura 6).

LABERINTO DE AGUA | Plataforma de escape |
(A) [Zlf’%

(B) ADQUISICION
Primer dia Ultimo dia
N ___,; ;; E \ﬂkucm
Inicio
(C) RETENCION

Cj_)

A
L\
Inicio

Figura 6. (A) Laberinto de agua y lugar donde se sitda la plataforma sumergida (representada

ND‘A
y

por un pequefio cuadrado). (B) Trayectoria que realiza el animal para alcanzar la plataforma
sumergida durante la fase de adquisicién. En el primer dia de entrenamiento muestra un
patrén de bisqueda desorientado, mientras que el dltimo dia su trayectoria es directa hacia la
plataforma sumergida. (C) Trayectoria del animal en la prueba final sin plataforma. En esta
prueba de retencion el sujeto nada mas tiempo en el cuadrante donde estaba situada la

plataforma (cuadrante target) . Figura extraida de Vicens, Redolat y Carrasco (2003).
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4.2 CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

Los estudios realizados en el LAM han puesto de manifiesto que la ejecucién de
los sujetos puede verse afectada por factores tales como: las caracteristicas de
los animales experimentales, el propio instrumento o laberinto acuatico y el
procedimiento de entrenamiento. A continuacién se desarrollard con maés

detalle cada uno de estos factores.

4.2.1 SUJETOS EXPERIMENTALES

Factores como el peso, el desarrollo fisico, la edad, el género y la especie o cepa
de los animales pueden influir en la velocidad de nado (Wenk, 1998). Mas atn,
las diferencias en la ejecucion de la tarea no sélo existen entre especies
diferentes sino también entre cepas diferentes de ratas y ratones (Crawley, 1996;
Lipp y Wolfer, 1998). Ademads, algunos estudios han demostrado que el
aprendizaje espacial puede verse severamente afectado en animales estresados,

enfermos, desnutridos o viejos.

4.2.1.1 Diferencias por sexo

Diferentes pruebas experimentales han puesto de manifiesto que los roedores
macho aprenden antes que los roedores hembra las tareas de aprendizaje
espacial en el LAM (Brandeis y col., 1989; Forcano y col., 2007). Por ejemplo,
Forcano y sus colaboradores (2007) entrenaron a dos grupos de ratas Long-
Evans, uno de machos y otro de hembras, en el LAM con una tnica clave
situada en el cuadrante opuesto al de la plataforma y observaron que las ratas
macho aprendieron mas rapidamente que las ratas hembra a nadar hacia la
plataforma pero que pasaron menos tiempo que éstas en el cuadrante target
durante la segunda mitad de cada ensayo de prueba. De acuerdo con estos
autores, las ratas macho pasarian menos tiempo que las hembras buscando la
plataforma en los ensayos de prueba porque se darian antes por vencidos al no
encontrarla. No obstante, cuando la tarea de aprendizaje se simplific6, situando
la plataforma muy cerca de la clave, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos. Estos aprendieron igual de
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rapido y dejaron de buscar la plataforma en el cuadrante target en la segunda
mitad de cada ensayo de prueba. Por otro lado, Bucci y sus colaboradores (1995)
observaron una ejecucién muy parecida entre ratas macho y hembra de 6 meses
de edad sugiriendo que las aparentes diferencias sexuales en animales mas
jovenes podrian estar reflejando simplemente una diferencia en la velocidad de

maduracién de los sujetos.

Las hormonas sexuales podrian jugar un rol importante en las diferencias
observadas entre machos y hembras. Un experimento de Roof (1993) demostré
que las hembras que habian sido tratadas con testosterona durante su primera
semana de vida no difirieron de los machos en el entrenamiento de adquisiciéon
en el LAM. Ademas, otros estudios experimentales mostraron que las ratas
hembra no ovarioctemizadas presentaron niveles de adquisicién inferiores a las
ovarioctemizadas (Daniel y col., 1999) y que las ratas hembra ejecutaron mejor
la tarea con plataforma-escondida durante la fase estral que proestral (Warren y
Juraska, 1997). Ademas, la inyeccién intrahipocampal de estradiol mejoré la
adquisicion en el LAM en las ratas hembras ovarioctemizadas igualdndolas a
las macho (Packard y col., 1996). Se ha sugerido también que las alteraciones en
el sistema colinérgico podrian ser la base de las diferencias sexuales en el
aprendizaje en el LAM. En este sentido, se ha comprobado, por ejemplo, que los
ratones hembra parecen ser mas sensibles que los macho a los efectos de la
escopolamina, un bloqueador colinérgico (Berger-Sweeney y col., 1995) y que el
estradiol facilita la adquisicién de las ratas macho en el LAM mientras que la
escopolamina bloquea estos efectos (Packard y col.,, 1996). El estradiol, por
tanto, podria ser la hormona que interactuaria principalmente con el sistema

colinérgico para potenciar el aprendizaje espacial.

4.2.1.2 Diferencias entre especies v cepas.

Estudios comparativos entre las capacidades espaciales de ratas y ratones
indican la existencia de diferencias entre especies, e incluso entre cepas, en la

ejecucion en el LAM pero no en otros laberintos como el radial. Se ha
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demostrado, por ejemplo, que los ratones son capaces de aprender el laberinto
de agua aunque lo hacen mas lentamente que las ratas (Whishaw y Tomie,
1996). Una posible explicacién de ello es, por un lado, el que la flotacién y la
tigmotaxis (tendencia a nadar alrededor de las paredes) tienden a ser mas
pronunciadas en los ratones que en las ratas, lo que complicaria las pruebas vy,
por otro lado, el hecho de que los ratones en determinados paradigmas de
evitacion activa tienden a paralizarse (respuesta de freezing) y a aplazar la
respuesta de huida mas que a buscar una posible ruta de escape (D’Hooge y De
Deyn, 2001). Ademas, la tasa de adquisicion y retencién en este laberinto puede
diferir entre cepas (Diana y col., 1994; Lindner y Schallert, 1988) y dentro de la
misma cepa (Herrero y col., 2004) lo que segtin Lamberty y Gower (1996) podria
deberse a las diferencias hipocampales, emocionales o de sensibilidad a nuevos
ambientes. Por otro lado, si bien las ratas (Rattus norvergicus) y los ratones (Mus
musculus) han sido, de lejos, los sujetos experimentales que con mayor
frecuencia se han utilizado en el LAM también se ha trabajado con otras
especies animales como los ratones de campo (Microtus pennsylvanicus) y los

jerbos (Meriones unguiculatus) (Corbett y col., 1992).

4.2.1.3 Edad

Los diferentes estudios realizados han puesto de manifiesto que, en general, la
ejecucion en el LAM declina con la edad de los animales (Brandeis y col., 1989;
Deupree y col., 1991, Gower y Lamberty, 1993). No obstante, existe gran
variabilidad interindividual, ya que algunos animales viejos aprenden esta
tarea tan eficientemente como los jovenes, mientras otros muestran un marcado
deterioro (Gallagher y col., 1993). Deterioro que podria deberse a la alteracion
de la funcioén y morfologia de la formacion hipocampal (Foster, 1999; Gallagher
y Nicolle, 1993; Geinisman y col., 1995; Shapiro, 2001). No obstante, ha sido
dificil encontrar marcadores hipocampales relacionados con el deterioro
cognitivo debido al envejecimiento (Geinisman y col.,, 1995). Con todo, el
paradigma de navegacién espacial parece ser un modelo apropiado para

evaluar tales déficits, ya que las representaciones del entorno dependen en gran
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medida de un funcionamiento hipocampal eficiente, el cual puede verse
deteriorado en el proceso de envejecimiento tanto humanos como en animales

(Barnes, 1998).

4.2.1.4 Nutricion

Factores relacionados con la nutricién, como la administracién de antioxidantes
o la restriccién caldrica, podrian paliar y/o prevenir los déficits en la ejecucion
en el LAM que se asocian generalmente al envejecimiento (Casadesus y col.,
2002). En concreto, se ha visto que una dieta hipocaldrica previene los déficits
asociados a la edad en ratas de 24 meses de edad (Pitsikas y col., 1990; Stewart y
col., 1989) y que la restriccién de comida incrementa la resistencia de las ratas a
los déficits de aprendizaje inducidos por la inyeccién intrahipocampal de
kainato (Bruce-Keller y col., 1999). No obstante Bedi (1992) infra-aliment6 a
ratas durante los 30 primeros dias de vida y encontré6 que estos animales
realizaban peor que los sujetos control la tarea con plataforma-escondida en el
LAM. Por otro lado, un trabajo de Bellush y sus colaboradores (1996) puso de
manifiesto que la restriccion dietética en ratones afect6 la adquisicion de la tarea
con plataforma-escondida. Finalmente, se ha visto que algunos suplementos
dietéticos con extractos de bayas azules, espinacas y fresas previenen el
deterioro asociado a la edad en el LAM, lo que se explicaria por la actividad

antioxidante de estos alimentos (Joseph y col., 1999).

4.2.1.5 Estrés e infeccion

Se sabe que las funciones cognitivas, tanto en animales como en personas,
también se ven afectadas por factores como el estrés. El aprendizaje en el LAM
suele ser una tarea aversiva para los sujetos experimentales. El estrés deteriora
las tareas de memoria hipocampo-dependientes como el LAM (Holscher, 1999;
Smith, 1996). Se ha observado que la adquisicién de la tarea con plataforma-
escondida en el LAM fue deficiente en ratas Wistar-Kyoto hiperreactivas al
estrés (Grauer y Kapon, 1993) y las ratas que recibieron un shock eléctrico en las

patas antes de realizar la prueba test presentaron una deficiente ejecucién en el
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LAM y un incremento de los niveles de corticosterona en plasma (De Quervain
y col., 1998). Otro estudio experimental de Bodnof y sus colaboradores (1995)
demostré que las ratas expuestas durante tres meses a corticosterona (suficiente
para mimetizar los niveles hormonales que se observan tras un estrés
moderado) presentaron déficits espaciales y una reduccién de la plasticidad
sindptica en el hipocampo. Ademas, el incremento crénico de los niveles de
glucocorticoides circulantes se relacioné con la pérdida de células hipocampales
y la subsiguiente alteracién en la ejecucién del laberinto de agua (Sandi y col.,,
1997). Otro estudio de Sandi (1998) sugiri6 que la liberacién de hormonas
esteroideas adrenales como consecuencia del estrés influiria directamente sobre
la formaciéon de la memoria. En este sentido, se ha observado que, tanto el
exceso como la disminucién de los niveles de hormonas adrenales, deterioran
no sélo la adquisiciéon sino también el recuerdo de la informacién espacial

(Walther y col., 1999).

Por otro lado, varios agentes infecciosos y parasitos pueden también afectar el
comportamiento del huésped infectado. En este sentido, se ha visto que algunas
infecciones virales o bacterianas deterioran directa o indirectamente la ejecucion
de las ratas o ratones infectados en la tarea con plataforma-escondida en el
LAM (Gibertini y col., 1995; McLean y col., 1993; Yayou y col., 1993). Otros
factores como el alcohol, las sustancias téxicas y la privacién de suefio pueden
deteriorar también el aprendizaje y la memoria espacial en el LAM. Se ha visto,
por ejemplo, que la privacién de suefio paraddjico en intervalos especificos (5-8
h) tras la adquisicion de esta tarea deteriora la ejecucién de los animales cuando
la plataforma permanece oculta pero no cuando es visible (Smith y Rose, 1996).
De forma sorprendente, el aislamiento social, aunque altera otras conductas,
como la habituacién en el campo abierto, no parece inducir un deterioro
espacial, sino que incluso puede mejorar la adquisicion del laberinto de agua

(Wongwitdecha y Marsden, 1996).
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4.2.1.6 Experiencia previa

Algunas pruebas experimentales han puesto de manifiesto que el deterioro
asociado a la edad en la ejecucién de tareas espaciales puede modificarse por la
experiencia en la misma tarea tanto en ratas (Bierley y col.,, 1986) como en
ratones (Vicens y col., 2002). La ejecucién en las tareas espaciales tiende a
permanecer constante o incluso mejorar cuando son evaluadas repetidamente
(Pitsikas y col., 1991; Vicens y col., 1999). Los estudios longitudinales sugieren
que los efectos beneficiosos del entrenamiento sobre el deterioro de la memoria
espacial asociado a la edad podrian relacionarse con la plasticidad cerebral que
se mantiene incluso a edades avanzadas, lo que induciria cambios
neurobiolégicos similares a los descritos tras la utilizacion de ambientes

enriquecidos (Van Praag y col., 2000).

4.2.2 PROTOCOLOS DE ENTRENAMIENTO, ESTRATEGIAS DE NADO Y
PARAMETROS ANALIZADOS.

Los protocolos de entrenamiento basico incluyen el entrenamiento de
adquisicion de la tarea plataforma-escondida, el test de prueba (trial test) y el
test de working memory (reversal test) (Wenk, 1998). No obstante, otros autores
han descrito variaciones de estos protocolos incluyendo diferentes
procedimientos de preentrenamiento, plataformas flotantes y protocolos mixtos
de adquisicién y retenciéon (Brandeis y col., 1989; Stewart y Morris, 1993). Por
ejemplo, Markowska y sus colaboradores (1993) realizaban ensayos de prueba
inmediatamente después de cada sesion diaria de entrenamiento, en ratas. Estos
autores obtuvieron curvas de aprendizaje muy buenas especialmente cuado
utilizaban ensayos de prueba en los que la plataforma de escape estaba

disponible tinicamente tras un intervalo de tiempo variable.
El entrenamiento estdndar en la version plataforma-escondida usualmente

consiste en bloques de 4 ensayos cada uno en los que se va variando

aleatoriamente el punto de salida del animal. Como ya se ha comentado
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anteriormente, cada ensayo tiene una duracién de entre 60 y 120 segundos, tras
los cuales el animal es guiado por el experimentador hacia la plataforma donde
permanecerd un corto periodo de tiempo (p.e, 20-30 segundos). Los datos
obtenidos en cada sesién de adquisicion se utilizan para obtener un promedio
por bloque de ensayos. Normalmente el pardmetro més utilizado para
establecer este promedio es la latencia de escape de cada sujeto, es decir, el
tiempo que el animal tarda en localizar y subir a la plataforma en cada ensayo.
Tras una serie de bloques de ensayos de adquisicion, se realiza uno o varios
ensayos de prueba o ensayos de transferencia, durante los cuales se retira la
plataforma de la piscina y se permite al animal nadar durante un periodo de
tiempo determinado (p.e, 60-100 seg.). Durante el ensayo de prueba, la
precision espacial del animal estd determinada y representada por el tiempo
que el animal pasa en el cuadrante donde debiera encontrarse la plataforma
(cuadrante target) o por el nimero de veces que el animal pasa por el area
virtual que forma la plataforma. Un animal bien entrenado muestra una mayor
preferencia por el cuadrante target y pasa una media de tiempo igual o superior
al 50% de su tiempo libre de nado explorando ese cuadrante. Alternativamente,
estos bloques de ensayos de adquisicién pueden estar seguidos por bloques de
ensayos en los que se ha cambiado la posicién de la plataforma y en los que el
animal debe establecer una nueva relacién espacial entre la plataforma y las
claves visuales (reversal training). Por otro lado, el entrenamiento de
adquisicion en la tarea plataforma-visible (p.e, colocando una bandera encima
de la plataforma) se ha usado a veces como una tarea de control no espacial. No
obstante, se visto que incluso durante el entrenamiento en esta tarea los ratones
parecen usar informacién espacial para localizar la plataforma (Hauben y col.,

1999).

Respecto a las estrategias de nado, un animal puede usar bésicamente 3
estrategias diferentes para alcanzar la plataforma de escape durante los ensayos
de entrenamiento (Brandeis y col., 1989). Pueden aprender una secuencia de

movimientos que les llevara hacia la plataforma (estrategia praxica); pueden
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aproximarse a la plataforma usando claves proximales (estrategia taxica); o
pueden navegar hacia la plataforma usando la informacién sobre la
localizacion de la plataforma que les proporciona la configuraciéon espacial de
claves distales (estrategia espacial o mapeo). Asi, los resultados han puesto de
manifiesto que las ratas Sprague-Dawley son capaces de usar trazas de olor
para localizar la plataforma en un circular two-choice water maze (Means y col.,
1992). Esto también podria suceder en un experimento tipico de LAM, si se
permitiera a los animales usar una estrategia tédxica basada en olores en
ausencia de claves visibles dentro del laberinto. Ademas, como ha demostrado
Dalm y sus colaboradores (2000), un animal podria utilizar tanto estrategias
praxicas como espaciales para localizar la plataforma escondida incluso cuando

las posiciones de salida del animal se aleatorizan.

Finalmente, en cuanto a los parametros analizados, Crabbe y sus colaboradores
(1999) han sefialado que, a diferencia de muchas otras variables como el
aparato, el protocolo de entrenamiento, la edad de los animales, las condiciones
de estabulacién, la cepa del animal..., la latencia de escape durante el
entrenamiento en el LAM no se ve afectada significativamente por variables
ambientales. Asi, las medidas conductuales mas utilizadas son la latencia de
escape en los ensayos de adquisicién y el porcentaje de tiempo que el sujeto
pasa en el cuadrante target durante la prueba test. La adquisicion se refleja en
menores latencias de escape a lo largo de los dias y la retencién en el mayor
porcentaje de tiempo en el cuadrante target. Estas medidas se registran
mediante cronémetros o métodos computerizados. En este sentido, aparatos
como el Ethovision, el Smart u otros analizadores de imagen digital valoran
conductas mas especificas (distancia total recorrida por el sujeto, velocidad de
nado, trayectoria de nado, tiempo en paredes, tiempo en cada cuadrante o error
en el angulo de la cabeza) y son mas sensibles a los factores que afectan la
ejecucion (Gerlai, 2001). Durante la prueba test se pueden valorar distintos

parametros: exactitud del dngulo de la cabeza, porcentaje del camino recorrido

63



El Laberinto Acuatico de Morris

en el cuadrante de entrenamiento o ntiimero de cruces sobre el lugar donde se

localizaba anteriormente la plataforma.

4.3. CONSIDERACIONES GENERALES

El LAM, por tanto, reflejaria la complejidad de la navegacién espacial,
mostrando cémo los animales se orientan eficientemente en el espacio mediante
su capacidad de establecer y retener asociaciones entre estimulos ambientales.
A pesar de ser una tarea aversivamente motivada este paradigma resulta muy
atil para investigar los mecanismos neurobioldgicos implicados en el
aprendizaje y la memoria espacial. Ademads permite una evaluacién exhaustiva
de la capacidad espacial de los animales, tanto en los ensayos de entrenamiento
como en la prueba final, pudiéndose obtener diferentes medidas de su conducta
espacial. En comparacion con el laberinto radial, el LAM posee ciertas ventajas
como es el que resulte més facil detectar y cuantificar las diferentes estrategias
de btisqueda, su mayor sensibilidad a los cambios que en estas estrategias
producen las lesiones cerebrales o la administracion de farmacos y el hecho de

que no requiera deprivacién de agua o comida (Hodges, 1996).

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

instrumento ttil para el estudio del aprendizaje y la memoria espacial.
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III. TRABAJO EXPERIMENTAL

1. PLANTEAMIENTO

La finalidad de este trabajo es establecer un modelo conductual de facilitacion
del aprendizaje y la memoria espacial, relacional o explicita e hipocampo-
dependiente, por autoestimulacién eléctrica intracraneal post-entrenamiento en
el Laberinto Acuatico de Morris. Para ello, realizamos 4 experimentos
consecutivos con ratas Wistar. En cada uno de ellos, los sujetos experimentales
realizaron al menos 5 sesiones de adquisicién, una diaria, y ensayos de 2
minutos de duracién. Cada ensayo se iniciaba desde una posicion que variaba
de ensayo a ensayo. Las ratas debian nadar en la piscina hasta localizar la
plataforma escondida que estaba sefializada por una pelota de playa colocada
sobre la pared de la piscina en el cuadrante derecho adyacente a la plataforma
(experimento 1) o en el cuadrante opuesto al de la plataforma (experimentos 2,
3 y 4). En estos 4 experimentos las ratas realizaron 8, 5, 3 y 1 ensayo diario
respectivamente e inmediatamente después de cada sesion de entrenamiento
los sujetos del grupo AEIC recibieron el tratamiento de autoestimulacion
eléctrica intracraneal. Los sujetos Control no recibieron el tratamiento de AEIC.
Durante el entrenamiento en la tarea plataforma-escondida, registramos la
latencia de nado y otras variables como la velocidad media de nado, el tiempo
en paredes y la distancia total nadada por cada sujeto. Tres dias después de la
altima sesiéon de entrenamiento, los animales realizaron el ensayo de prueba
que consistié6 en dejar nadar al animal durante 60 segundos con la pelota
presente pero sin la plataforma. En este ensayo de prueba registramos la media
de tiempo que cada sujeto pasé en cada cuadrante asi como las trayectorias de

nado.
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2. EXPERIMENTOS.

2.1. EXPERIMENTO 1

2.1.1 Introduccién

En este primer experimento los sujetos

realizaron 10 sesiones de adquisicion,

Plataforma

una diaria, de 8 ensayos cada una. Como ¢, ergida

se muestra en la figura 7, la pelota se

dispuso en el cuadrante adyacente
derecho al de la plataforma.

clave cortinas

Fig. 7. Vista del LAM desde arriba. Una pelota de
playa se situ6 dentro del recinto de la cortina,
suspendida del falso techo y en el cuadrante

advacente al de la plataforma.

2.1.2. Material v Procedimiento

2.1.2.1 Bienestar animal

El procedimiento experimental fue aceptado por la Comissié d Etica en
I"Experimentacio Animal i Humana (CEEAH) de la Universidad Auténoma de
Barcelona y el Departament d Agricultura, Ramaderia i Pesca (DARP) le asigno el
nimero de orden 2381. Todo el procedimiento se realizé bajo las buenas
précticas de laboratorio (GLPs) asegurdndose el bienestar y el estado de salud
general de los sujetos experimentales de acuerdo con la directiva de la CEE y
directrices que especifica la Ley 5/1995 [(DOGC 2073-10.7.1995) del 21 de Junio]
de “Protecciéon de los animales utilizados para experimentacién y para otras
finalidades cientificas”, asi como del decreto que regula y reglamenta [Decret
214/1997 del 30 de Julio (DOGC 2450-7.8.97)]. Segun las directrices de la
Laboratory Animal Science Association (LASA), la severidad del procedimiento

fue moderada.
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2.1.2.2 Sujetos

Se utilizaron un total de 23 ratas (Rattus norvergicus) albinas macho de la cepa
Wistar, de 96,20 dias (D.S.=2,10) de edad y un peso medio de 410,64 g
(D.5.=22,58) al inicio del experimento, procedentes de nuestro laboratorio. Tres
dias antes de la cirugia estereotdxica las ratas se aislaron y mantuvieron en cajas
individuales de material plastico de tamafio homologado (25x25x14 cm),
cubiertas con una tapa de enrejado metélico y provistas de un lecho de serrin.
Los animales se mantuvieron bajo condiciones constantes y controladas de
temperatura (20-22°C) y humedad (40-70%) bajo un ciclo de 12 horas luz (8-
20H) y 12 oscuridad (20-8H) controlado artificialmente. Todos los sujetos
siguieron un régimen alimenticio ad libitum tanto para la comida como para el
agua y se testaron durante la primera mitad del ciclo de luz. El control del
estado de los sujetos después de la cirugia estereotaxica se llevé a cabo
mediante un protocolo de supervision. Previamente se establecieron unos
criterios de punto final para evitar el sufrimiento innecesario de los animales

(véase Anexo).

2.1.2.3 Cirugia Estereotdxica

Previamente a la cirugia, se realizaron 2 sesiones de handling (una sesién diaria),
de 5 minutos de duracién cada una (procedimientos estandarizados). Con estas
manipulaciones se pretendia disminuir la reactividad emocional de los sujetos a
la posterior manipulacion experimental. Durante la intervencién, se implanté
en todos los animales un electrodo monopolar de 230 um (S.0008) de diametro
en el HPM, concretamente en el HL. La implantaciéon fue crénica y unilateral
(hemisferio derecho). Las coordenadas estereotaxicas utilizadas fueron -1"8 mm
posterior a bregma, + 2°0 mm lateral a la linea medial sagital y - 8’5 mm de
profundidad a partir de la superficie craneal (Paxinos y Watson, 1997)(ver

figura 8).
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Interaural 7.20 mm Bregma -1.80 mm

Fig. 8. Imagen del atlas de Paxinos y Watson (1997) indicando la trayectoria de paso y
localizacion del electrodo de AEIC en el HL

En todo momento, se siguieron los procedimientos convencionales de cirugia
aséptica utilizando un aparato estereotédxico digital adaptado para ratas (David
Kopf Instruments, USA, modelo 1504). El electrodo de estimulacién se soldaba
a un conector de material plastico que, una vez implantado en el tejido cerebral,
se soldaba mediante resina acrilica autopolimerizable (vértex self-curing,
Dentimex, Nederland) sobre 3 tornillos de anclaje que se habian colocado en la
superficie del craneo. El electrodo de referencia consistia en un hilo de cobre de
200(m de didmetro soldado a uno de los 3 tornillos de anclaje y a uno de los

bornes del conector plastico.

La intervencién de cada uno de los animales duraba aproximadamente entre 45
y 60 minutos. Se anestesiaban profundamente con una combinacién de
Ketamina (Imalgene, 150 mg/Kg., i.p.) y Xilacina (Rompun 8 mg/kg., i.p.). Al
realizar la incisién y al aplicar los puntos de sutura, se administraba de forma
topica el anestésico local lidocaina. Durante las intervenciones se mantenia la
temperatura corporal de los sujetos mediante una almohadilla térmica. Una vez
tfinalizada la intervencién se aplicaba sobre la herida quirdrgica un antiséptico

topico.
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2.1.2.4 Adquisicién de la conducta de AEIC

Tras un periodo de 7 dias de recuperaciéon, durante los cuales se seguia un
protocolo de supervision como ya se mencion6 en el punto 2.1.2.2, se inici6 el
procedimiento de adquisiciéon de la conducta de AEIC que se llevé a cabo en
una caja operante de Skinner (25x20x20cm.) formada por una pared (la
delantera) de cristal y tres (laterales) de metacrilato (Campden Instruments,
Ltd.). En una de las paredes laterales se encontraba situada la palanca y una luz

que se encendia de manera contingente a cada tren de corriente estimulante.

El equipo de estimulacion consistia en un generador de corriente estimulante de
onda cuadrada con moédulo amplificador de salida eléctricamente aislado
(Cibertec CS-20). Para controlar la corriente administrada a los sujetos se utilizé
un osciloscopio Hameg (HM 412-5). La estimulacién pues consistia en trenes de
pulsos de onda cuadrada de 50 Hz de frecuencia. Cada tren estaba formado por
15 pulsos de 20 mseg. de duracién, distribuidos en cada segundo de la siguiente
manera: 0.3 seg “on” y 0.7 seg “off” (ver figura 9). Todos los pardmetros de la
corriente estimulante, excepto la intensidad de la misma, se mantuvieron fijos

durante todo el experimento.

50 Hz

ON OFF

& » &
<« Ll |

v

1 tren (15 pulsos) 0.3 seg 0.7 seg

Fig. 9. Caracteristicas de la corriente estimulante de AEIC. Cada reforzador consistia

en un tren de 15 pulsos de 20 mseg de duracién cada uno.

71



Trabajo Experimental

2.1.2.4.1 Modelamiento y Asignacién a Grupos Experimentales

En esta fase se emple6 un procedimiento de shaping para instaurar en el animal
la respuesta de apretar la palanca y autoadministrarse la corriente eléctrica en
la caja de Skinner a través de los electrodos implantados crénicamente en su
cerebro. Ello se consigui6 mediante el refuerzo diferencial de las
aproximaciones sucesivas a la palanca y a la conducta terminal. Todos los

sujetos fueron modelados.

Una vez se conseguia la conducta meta (apretar palanca), se dejaba al animal
autoestimularse durante 10 minutos a la intensidad minima de estimulacion
con el fin de estabilizar la respuesta (ver figura 10). Finalizados estos 10
minutos se sacaba al animal de la caja de Skinner y se le dejaba descansar 5
minutos en su jaula habitual. Cuando los
sujetos adquirieron la conducta de
apretar la palanca para autoadministrarse
la  corriente eléctrica (AEIC) se
distribuyeron aleatoriamente en 2 grupos
experimentales, uno de los cuales
recibirfa tratamiento de AEIC post-

entrenamiento (grupo AEIC) y otro no

(grupo Control).

Fig. 10: Rata en una caja de Skinner recibiendo

el tratamiento de AEIC

2.1.2.4.2 Basqueda de la Intensidad Optima (BIO)

Acabados los 5 minutos de descanso, el grupo AEIC empezaba las sesiones de
BIO, una por dia (BIO1 y BIO2). Estas tenian como objetivo determinar la
intensidad 6ptima de la corriente de estimulacién (IO), es decir, la intensidad
de corriente que producia la mayor tasa de respuesta a la palanca en cada
animal. Suponemos que una mayor tasa de respuesta de AEIC significa una
mayor activaciéon del SNR del animal y, por tanto, un efecto mas placentero de

la estimulacion.
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Cada sesion se iniciaba con una intensidad de 10 pA y se incrementaba de 10 en
10 pA cada dos minutos. Las respuestas del animal a la palanca empezaban a
contabilizarse a partir de las 3 primeras realizadas en un intervalo de tiempo no
superior a 1 minuto. Para cada intensidad, se registraba el ntimero de
respuestas efectuadas durante 2 minutos. Consideramos la IO de cada sesién
de BIO para cada sujeto aquella que originaba la tasa méxima de respuesta de
AEIC en el intervalo de 2 minutos. Si habia varias iguales (+/-3 respuestas) se
escogia siempre la intensidad de menor valor. La IO final, utilizable como
tratamiento experimental en las sesiones subsiguientes, se obtenia promediando
las intensidades 6ptimas correspondientes a las dos sesiones de BIO (BIO1 y
BIO2). Tanto en la fase de modelamiento como en las sesiones de BIO se
registraba el ntmero total de respuestas a la palanca y el namero total de
trenes de AEIC recibidos (refuerzos), en cada una de las sesiones. Por lo
general, el nimero de respuestas a la palanca supera al de refuerzos ya que los
animales tienden a responder con una tasa de respuesta que, a veces, supera a
la de refuerzos que es posible recibir (uno por segundo, segin nuestro

dispositivo de estimulacion).

El criterio de finalizacién de cada sesiéon de BIO fue el de Segura-Torres y col.
(1988) que, basicamente, consiste en dar por terminada la sesién de BIO cuando
el incremento de la corriente estimulante ya no aumenta considerablemente la
tasa de respuesta del animal. Mientras los sujetos del grupo AEIC realizaban las
sesiones de BIO, los animales del grupo Control permanecian 5 minutos, sin
recibir estimulacién alguna, en la misma jaula operante donde se realizaban los

BIOs.

2.1.2.5 Laberinto Acudtico de Morris

2.1.2.5.1 Aparato

La tarea de escape del agua se realiz6 en una piscina circular elevada (didmetro,
2 m; altura 0.60 m) que se llené con agua (hasta una altura de 0.45 m) y se

mantuvo a una temperatura de 22+2 °C. La piscina se dispuso en el centro de
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una habitacién en semipenumbra, montada sobre una plataforma metalica de
0.40 m de altura y rodeada por unas cortinas negras que colgaban de un falso
techo hasta la base de la piscina formando un recinto de 2.4 m de diametro. Se
colocé una clave, una pelota de playa de 0.36 m de didmetro con segmentos
verticales alternos en azul, blanco, rojo y amarillo, en el interior del recinto,
suspendida del falso techo, 0.23 m sobre la superficie del agua y con su linea
media directamente por encima de la pared de la piscina. Para la tarea de
escape (sesiones de adquisicion), se dispuso centralmente una plataforma de
Plexiglas (didmetro: 0.11 m) sumergida 1 cm por debajo de la superficie del
agua, en uno de los cuatro cuadrantes iguales en los que se subdividi6
virtualmente el tanque gracias a dos lineas que se cruzaban en su centro. Se
afiadi6 latex (1cl/1) (Latex Compound Espafiola S.A) al agua para hacer la
plataforma invisible al nado de la rata. Un circuito cerrado de video-camara
(Smart Video Tracking System, Version 2.5, Panlab) con una lente de dngulo
ancho se mont6 1.75 m sobre el centro de la piscina dentro del falso techo y sus
grabaciones fueron registradas en un ordenador (modelo Benq V772) que se

encontraba en la misma habitacion.

2.1.2.5.2 Sesiones de habituacion al Laberinto

La habituacién a la situacion experimental previa a las sesiones de aprendizaje
puede paliar los efectos interferentes sobre el mismo causados por el reflejo de
orientaciéon o por las respuestas emocionales a los estimulos nuevos (Dieter,
1977; McAllister y McAllister, 1979; McAllister y col., 1979). Por ello, la semana
anterior a la primera sesiéon de adquisicion, se llevaron a cabo 3 sesiones de
habituacién (una sesién diaria) al laberinto acuatico de Morris. Cada sesién
consistio en tres ensayos de 2 minutos de duracién cada uno con un intervalo
entre-ensayos (IEE) de 2 minutos. Durante los ensayos de habituaciéon se
permitié a los sujetos nadar libremente por la piscina con la plataforma presente
pero sin el objeto. Pasados los 2 minutos se guié manualmente al animal hasta

la plataforma donde permanecié 30 segundos (figura 11).
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Fig. 11. Vista desde arriba de una
rata nadando en el LAM.

2.1.2.5.3 Sesiones de entrenamiento

Tres dias después de la tltima sesiéon de habituacion a la piscina, los animales
fueron entrenados en una tarea de plataforma-escondida en el LAM. El
paradigma general de entrenamiento consisti6é en 10 sesiones de entrenamiento
(una sesién diaria) de 8 ensayos cada una. La plataforma escondida se sefializ6
mediante la pelota de playa que se dispuso sobre la pared de la piscina y en el

mismo cuadrante en el que se encontraba la plataforma.

Los IEE tenian una duracién de 2 minutos y la plataforma y la clave fueron
rotadas entre ensayos manteniéndose siempre la misma relaciéon espacial entre
ambas. Asi, empezando desde cuatro posiciones diferentes en orden aleatorio
(N, S, E u O), cuando la rata no encontraba la plataforma en los 2 minutos que
duraba el ensayo se la guiaba manualmente hacia la plataforma y se la ayudaba
a subir. Tras 30 segundos en la plataforma se retiraba de la piscina y se devolvia

a su jaula habitual.

2.1.2.5.4 Tratamiento de AEIC

Inmediatamente después de finalizar cada una de las sesiones de entrenamiento
en el LAM, los sujetos del grupo AEIC recibieron el tratamiento de
autoestimulacion eléctrica, que consistié en permitir que se autoadministraran

2000 trenes de corriente estimulante a su IO final en la misma caja de Skinner
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donde habian realizado las sesiones de BIO. Los sujetos del grupo Control
permanecieron en la misma caja operante de Skinner, sin recibir tratamiento, 45
minutos. La magnitud de este tratamiento (intensidad aplicada y n° de trenes)
se bas6 en el conocimiento derivado de los experimentos previos de nuestro

laboratorio.

2.1.2.5.5 Prueba test

Tres dias después de finalizar la dltima sesion de aprendizaje, los sujetos
experimentales realizaron la prueba test. Esta prueba consisti6 en un tnico
ensayo de 60 segundos de duracién con la clave presente pero sin la plataforma.
Durante este tiempo se registr6 el tiempo que cada sujeto pasé en cada uno de
los cuadrantes de la piscina asi como las trayectorias de nado. Este test
contrasta la hipotesis que tras el aprendizaje las ratas pasan mas tiempo (de
media) nadando en el cuadrante target (T) (donde debiera encontrarse la
plataforma) que en el resto de cuadrantes (OP-opuesto, AD-adyacente derecho

y Al-adyacente izquierdo).

2.1.2.6 Resumen del diserio experimental

El disefio del experimento incluyé como variables dependientes: la latencia
media de escape, el tiempo medio en paredes, velocidad media de nado, la
distancia total nadada y el tiempo medio en el cuadrante target respecto al
tiempo medio en el resto de cuadrantes del aparato. Como variable
independiente se consider6 el Tratamiento post-entrenamiento (AEIC versus
Control). El disefio experimental de los cuatro experimentos realizados se

muestra en el cuadro 1 de la pagina siguiente.
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Cuadro 1: Resumen del disefio experimental

GRUPOS | ESTEREOTAXIA | RECUPERACION | MODELAMIENTO | BIOs HABITUACION ADQUISICION | PRUEBA TEST
Experimento 1:
10 sesiones de
entrenamiento de 8
AEIC 2 sesiones ensayos cada una
de BIO Experimento 1: .
Experimento 2:
Instauracion en el 3 sesiones de 10 sesiones de
B animal de la habituacién de 3 entrenamiento de 5
Im(iii?lfgglg 21:1 ° respuesta de ensayos cada una ey 1 ensayo sin
estimulacién en el 7 dias apretar palanca y i i lataf .
o Experimentos 2,3y 4: | Experimento 3: |platalormay con
HL (hemisferio autoadministrarse : lave
corriente eléctrica 2 sesiones de 10 sesiones de
derecho) en la caja de habituacién de 2 ‘ ento de 3
Ski ensayos cada una ehtreharmiento de
mnner ensayos cada una
Control

Experimento 4:
5 sesiones de
entrenamiento de 1
ensayo cada una
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2.1.2.7 Andlisis estadistico

El procesamiento de los datos se realizé a través del paquete estadistico SPSS
14.0. Las pruebas principales se hicieron mediante un analisis mixto de la
varianza (Modelo Lineal General-medidas repetidas y Modelo Lineal General-
multivariable), con sus correspondientes analisis de contrastes, considerando la
variable independiente como cualitativa (Tratamiento de AEIC-dos categorias)
y las variables dependientes como cuantitativas: 1) latencia de escape como el
tiempo (s) necesitado por el animal para encontrar y su subir a la plataforma. El
maximo valor fue 120 s, 2) distancia media recorrida entendida como la
distancia (cm) total nadada hasta alcanzar la plataforma 3) velocidad media de
nado (cm/s) de los animales, 4) tiempo cerca de las paredes, 5) tiempo medio en
el cuadrante target respecto al tiempo medio en el resto de areas en la prueba
test y 6) pardmetros de AEIC. Se usaron también pruebas t de Student para
comparar el tiempo medio que las ratas pasaban en el cuadrante target de la

piscina respecto al tiempo total medio en el resto de cuadrantes.

2.1.2.8 Histologia

Al final del experimento, se realiz6 la valoracién histolégica de la implantacion
de los electrodos. Para ello, los animales fueron eutanasiados con una
sobredosis de pentobarbital (150 mg/kg, i.p.) y perfundidos transcardialmente
con salino fisiolégico al 0.9% seguido de formalina (agua y 37-40%
formaldehido) al 10%. Se utilizé una bomba de perfusiéon a 140 r.m.p con un
caudal aproximado de 40ml/minuto (J.P. Selecta, S.A. Barcelona) y, una vez
tijado el tejido, se extrajeron los cerebros se guardaron en post-fijacién en una
solucioén de formalina (tres partes de agua destilada por una de formaldehido al
37-40%). Pasado el periodo de postfijaciéon del tejido (aproximadamente 4 dias),
se procedid a la crioprotecciéon de éste para su posterior congelaciéon y corte.
Mediante un criostato (Cryocut 1800, equipado con micrétomo 2020 JUNG), se
obtuvieron secciones seriadas de tejido de 40 pm de grosor que se dejaron secar
para su posterior tinciéon mediante el método de violeta de cresilo. Tras la

tincién y mediante un microscopio 6ptico (Olympus BX 41; Olympus Optical
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CO, LTD Japan) y la ayuda de un atlas esterotaxico (Paxinos y Watson, 1997), se
valoro6 la localizacién de la punta de los electrodos de estimulacion en todas las

secciones.

2.1.3. Resultados
2.1.3.1 Sujetos

Se llevo a cabo un control regular del peso de los sujetos ya que éste es un buen
indicador de los cambios en salud que pudieran haber afectado al aprendizaje.
El analisis de la varianza indic6 que todos los grupos partieron de pesos
similares al inicio del experimento. Tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los grupos en ningdn otro momento del proceso

experimental.

2.1.3.2 Aprendizaje

2.1.3.2.1 Latencia media de escape

En la figura 12 se representa la evolucion del aprendizaje de los grupos Control
y AEIC a lo largo de las 10 sesiones de entrenamiento. El estudio de la
evolucion del aprendizaje (MLG, medidas repetidas) indic6é que tanto el grupo
AEIC como el grupo Control, mostraron una tendencia lineal decreciente a lo
largo de las sesiones de adquisicion [contraste polinomial, F (1, 24) =152,620,
p<0.001]. Esta evoluciéon no dependié del grupo [factor interaccion grupo por
sesion n.s] y como puede observarse en la grafica, las ratas Control y AEIC
presentaron un nivel de aprendizaje similar a lo largo de la sesiones de
entrenamiento. No obstante, para analizar especificamente el nivel de
aprendizaje alcanzado por los grupos Control y AEIC en cada una de las 10
sesiones de adquisicién, realizamos un analisis multivariable de la varianza
(MANOVA). Este andlisis puso de manifiesto diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos Control y AEIC en el tiempo medio que éstos
necesitaron para encontrar la plataforma en la sexta sesién de adquisicion [F (1,
21)=4,757, p=0,04]. Sorprendentemente, este dia las ratas tratadas necesitaron

mas tiempo que las ratas control para localizar la plataforma escondida
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Fig. 12. Latencias medias de escape de los grupos AEIC y Control a lo largo de las 10

sesiones de entrenamiento (* p<0.05)

2.1.3.2.2 Distancia media nadada

El MLG para medidas repetidas mostré6 una tendencia lineal decreciente
significativa respecto a la distancia media nadada por los sujetos de los grupos
Control y AEIC a lo largo de las 10 sesiones de adquisicién [contraste polinomial,
F (1,24)=5,088, p<0.045]. Esta evolucién no dependi6 del grupo [factor interaccion
grupo por sesion n.s.]. Ademas el MANOVA no mostré diferencias estadisticas
entre los grupos respecto a la distancia media recorrida en ninguna de las

sesiones de entrenamiento.

2.1.3.2.3 Velocidad media de nado

Aunque el MLG para medidas repetidas no mostré6 una evolucion lineal
significativa, se realiz6 un andlisis multivariable de la varianza para estudiar
esta variable en cada una de las sesiones de adquisicion. El MANOVA indic6
diferencias estadisticas entre los grupos AEIC y Control en la octava décima
sesiones [F (1,24)=22,924, p=0,001 y F (1, 24)=5,688, p=0,0036, respectivamente].
En ambas sesiones, la velocidad media de nado fue significativamente mayor en

el grupo Control que en el grupo AEIC.

80



Trabajo Experimental

2.1.3.2.4 Tiempo medio en paredes

El analisis de medidas repetidas no mostré una evolucion lineal significativa.
No obstante, el MANOVA encontré diferencias estadisticamente significativas
entre los dos grupos estudiados respecto al tiempo medio que las ratas pasaron
nadando alrededor de las paredes del LAM en la tercera sesién de adquisicion
[F (1,24)=7,150, p=0,022]. Las ratas Control pasaron mas tiempo nadando

alrededor de las paredes de la piscina que las ratas AEIC.

2.1.3.3 Ensayo de prueba

La figura 13 muestra el tiempo medio que las ratas pasaron en el 4rea target
respecto al tiempo medio que pasaron en el resto de cuadrantes del LAM. Tests
t de Student no mostraron diferencias significativas entre los grupos AEIC y
Control en el tiempo medio que pasaron en el area target [t=1,048, p=0,306].
Como se puede observar en la gréfica, las ratas de los grupos Control y AEIC
pasaron mas tiempo en el cuadrante target que en el resto de areas [Control:
t=28,53, p<0,001; AEIC: t=6,178, p<0,001] por lo que podriamos afirmar que bajo
las condiciones del presente experimento, el tratamiento de AEIC post-

entrenamiento no parecié facilitar el aprendizaje de los sujetos que lo

recibieron.
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Fig. 13. Tiempo medio que las ratas Control y AEIC pasan en el cuadrante target respecto al

tiempo medio que pasan en el resto de areas en el ensayo de prueba (** p<0.010)
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2.1.3.4 Pardmetros de AEIC e Histologia
Los valores medios y las D.S de las variables de AEIC se muestran en la tabla

que sigue a continuacion;

Grupo | IO final (yA) | Duracién del tratamiento (min)

AEIC | 10,22 (7,61) 41,08 (5,33)

Ninguno de los pardmetros de AEIC evaluados se relacioné con el nivel de
aprendizaje alcanzado por las ratas en las diferentes sesiones de aprendizaje de
la tarea plataforma-escondida en el LAM. Ademas, el andlisis de la regresion
mostré que ninguna de estas variables se relacioné con la latencia de escape, la
distancia media nadada y la velocidad media de nado durante las sesiones de

entrenamiento y el ensayo de prueba.

La valoracién histolégica de la implantacién del electrodo mostré que todos se
localizaron entre las coordenadas AP - 1.30 mm y - 3.14 mm con referencia a
bregma. Un andlisis de regresion simple no mostré relaciéon entre las
coordenadas de localizacion del electrodo y las variables: pardmetros de AEIC
(IO, tasas de respuesta, tasas de refuerzo, duracion del tratamiento y presencia
de convulsiones), la latencia de escape, la distancia media recorrida, el tiempo

en paredes y tiempo en el cuadrante target en el ensayo de prueba.
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2.2 EXPERIMENTO 2

2.2.1. Introduccién

En este segundo experimento los sujetos realizaron
10 sesiones de adquisicién, una diaria, de 5 ensayos

cada una. Como se muestra en la figura 14, la pelota

se dispuso en el cuadrante opuesto al de la

plataforma.

Fig. 14. Vista del LAM desde arriba. La pelota de
playa se situé dentro del recinto de la cortina,
suspendida del falso techo y en el cuadrante opuesto

al de la plataforma.

2.2.2. Material v procedimiento

Se utilizaron un total de 23 ratas (Rattus norvergicus) albinas macho de la cepa
Wistar, de 92.58 dias (D.5.=2.75) de edad y un peso medio de 428.17 g
(D.S5.=32.06) al inicio del experimento, procedentes de nuestro laboratorio. Todo
lo referente a ética y bienestar animal, procedimiento quirtrgico y coordenadas
de implantaciéon de los electrodos, aparato, andlisis estadistico de los datos,
modelamiento y asignacién a grupos experimentales, ensayo de prueba y
estudio histolégico se realizé de forma idéntica al experimento 1. Respecto al
disefio experimental, en este experimento se redujo el nimero de sesiones y
ensayos de habituacion (2 sesiones, una diaria, de 2 ensayos cada una) y se
dificulté el aprendizaje. Asi, los sujetos realizaron 10 sesiones de adquisicion
(una sesion diaria) de 5 ensayos cada una y se dispuso la pelota en el cuadrante
opuesto al de la plataforma (ver figura). Inmediatamente después de cada
sesion de entrenamiento los sujetos del grupo AEIC recibieron el tratamiento de
autoestimulacion que consistié en 2000 trenes de corriente estimulante a la IO
tinal de cada sujeto. Los sujetos del grupo Control permanecieron en la misma
caja operante de Skinner, sin recibir tratamiento, el mismo tiempo medio de

duracion del tratamiento de los sujetos AEIC (45 minutos).
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2.2.3. Resultados
2.2.3.1 Sujetos

Se llev6 a cabo un control regular del peso de dichos sujetos ya que éste es un
buen indicador de los cambios en salud que pudieran haber afectado al
aprendizaje. El analisis de la varianza indicé que todos los grupos partieron de
pesos similares al inicio del experimento. Tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los grupos en ningdn otro momento del proceso

experimental.

2.2.3.2 Aprendizaje

2.2.3.2.1 Latencia media de escape

El estudio de la evolucién del aprendizaje puso de manifiesto una tendencia
lineal decreciente de los dos grupos a lo largo de las 10 sesiones de
entrenamiento en la tarea con plataforma escondida [contraste polinomial., F (1,
24) =152,620, p<0.001]. Esta evolucién no dependié del grupo [factor interaccion
grupo por sesion n.s] y, como se puede observar en la figura 15, ambos grupos
presentaron un nivel de adquisiciéon similar a lo largo de la sesiones de

entrenamiento.

120 4

Control (n=12)
—&— AEIC (n=11)

8
1

Latencias medias de escape (s)
8

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sesiones de entrenamiento

Fig. 15. Latencias medias de escape de los grupos AEIC y Control a lo largo de las 10

sesiones de entrenamiento.
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2.2.3.2.2 Distancia media nadada

Respecto a la distancia total media nadada, el andlisis del factor intra-grupo
mostré que, en general, ambos grupos mostraron una evolucién lineal
decreciente significativa [contraste polinomial, F (1,10)=17,646, p=0,002]. No
obstante, esta evoluciéon no dependié del grupo [factor interaccion grupo por
sesion n.s]. Ademas, un andlisis multivariable de la varianza no encontré
diferencias respecto a la distancia media total recorrida por los grupos durante

las sesiones de entrenamiento.

2.2.3.2.3 Velocidad media de nado

El estudio de la evolucion de la velocidad media de nado indicé que los grupos
AEIC y Control mostraron una tendencia lineal decreciente significativa
[contraste polinomial, F (1,10)=5,519, p=0,041]. No obstante, ésto no parecié
depender del grupo [factor interaccion grupo por sesion n.s]. Mas lejos atin, un
MANOVA no encontré diferencias entre los dos grupos estudiados en ninguna
de las 10 sesiones de entrenamiento respecto a la velocidad media de nado de

los sujetos.

2.2.3.2.4 Tiempo medio en paredes

Un andlisis multiple de la varianza no mostré diferencias significativas entre los
dos grupos estudiados respecto al tiempo medio que las ratas pasaron nadando
alrededor de las paredes de la piscina a lo largo de las 10 sesiones de

entrenamiento.

2.2.3.3 Ensayo de prueba

Igual que en el experimento anterior, los resultados de los tests t de Student no
mostraron diferencias significativas entre los grupos AEIC y Control respecto al
tiempo medio que éstos pasaron en el drea target [t=1,426, p=0,167]. Como se
puede ver en la figura 16, en general, todos los sujetos experimentales (Control

y AEIC) nadaron mas tiempo en el cuadrante target que en el resto de

cuadrantes [Control: t=3,946, p=0,002; AEIC: t=4,932, p<0,001] por lo que
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podriamos decir que, bajo estas condiciones, el tratamiento de AEIC post-

entrenamiento no parecio facilitar el aprendizaje de los sujetos tratados.
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Fig. 16. Tiempo medio que las ratas Control y AEIC pasan en el cuadrante target respecto al

tiempo medio que pasan en el resto de areas en el ensayo de prueba (** p<0.010)

2.2.3.4 Pardametros de AEIC e Histologia
Los valores medios y las D.S. de las variables de AEIC se muestran en la tabla

que sigue a continuacion;

Grupo | 1O final (yA) | Duracién del tratamiento (min)

AEIC | 14,58 (6,55) 40,26 (6,62)

Ninguno de los pardmetros de AEIC evaluados se relacioné con el nivel de
aprendizaje alcanzado por las ratas en las diferentes sesiones de aprendizaje de
la tarea plataforma-escondida en el LAM. Ademas, el andlisis de la regresion

mostré que ninguna de estas variables se relacioné con la latencia de escape, la
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distancia media nadada y la velocidad media de nado durante las sesiones de

entrenamiento y el ensayo de prueba.

La valoracion histolégica de la implantacién del electrodo mostré que todos se
localizaron entre las coordenadas AP - 1.30 mm y - 3.14 mm con referencia a
bregma. Un anélisis de regresiéon simple no mostré relaciéon entre las
coordenadas de localizacién del electrodo y las variables: pardmetros de AEIC
(IO, tasas de respuesta, tasas de refuerzo, duracion del tratamiento y presencia
de convulsiones), la latencia de escape, la distancia media recorrida, el tiempo

en paredes y tiempo en el cuadrante target en el ensayo de prueba.

2.3. EXPERIMENTO 3

2.3.1. Introduccién

En este tercer experimento los sujetos realizaron 10 sesiones de adquisicién, una
diaria, de 3 ensayos cada una. Igual que en el Experimento 2, la pelota se

dispuso en el cuadrante opuesto al de la plataforma (ver figura 14).

2.3.2. Material v procedimiento

Se utilizaron un total de 21 ratas albinas macho de la cepa Wistar, de 93.78 dias
(D.S.= 3.16) de edad y un peso medio de 414.32 g (D.S.= 33.82) al inicio del
experimento, procedentes también de nuestro laboratorio. Todo lo referente a
ética y bienestar animal, procedimiento quirtrgico y coordenadas de
implantaciéon de los electrodos, aparato, andlisis estadistico de los datos,
modelamiento y asignacion a grupos experimentales, sesiones de habituacién,
ensayo de prueba y estudio histologico se realiz6 de forma idéntica al

Experimento 1.
Como se ha comentado, los animales realizaron 10 sesiones de adquisicién (una

sesion diaria) de 3 ensayos cada una con la pelota en el cuadrante opuesto al de

la plataforma escondida. Igual que en los experimentos anteriores,
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inmediatamente después de cada sesién de entrenamiento, los sujetos del grupo
AEIC recibieron el tratamiento de autoestimulacién mientras los sujetos del
grupo Control permanecieron en la caja operante de Skinner, sin recibir

tratamiento. El disefio experimental se recoge en el cuadro 1.

2.3.3. Resultados

2.3.3.1 Sujetos
De acuerdo con un MANOVA, no se observaron diferencias entre los grupos
AEIC y Control respecto a la evolucién del peso a lo largo de las diferentes fases

experimentales.

2.3.3.2 Aprendizaje

2.3.3.2.1 Latencia media de escape

La figura 17 muestra las latencias medias de escape de cada una de las 10
sesiones de entrenamiento. El estudio de la evolucién del aprendizaje (MLG,
medidas repetidas) a lo largo de las sesiones de adquisicién indicé que tanto el
grupo AEIC como el grupo Control mostraron una tendencia lineal decreciente
significativa [contraste polinomial, F (1, 19)=90.771, p<0.001]. Como en los
experimentos anteriores, esta evolucién fue similar en ambos grupos [factor
interaccion grupo por sesion n.s.]. No obstante, en este tercer experimento el
MANOVA mostré diferencias estadisticas entre las ratas Control y AEIC
respecto al tiempo necesario para localizar la plataforma en la tltima sesion de
adquisicion (dia 10)[F (1, 19)=5.773, p=0.0027]. En esta sesion, las ratas AEIC

necesitaron menos tiempo que las ratas Control para encontrar la plataforma.

Dado que en nuestros trabajos previos hemos observado que el tratamiento de
AEIC post-entrenamiento es mds capaz de facilitar el aprendizaje y la memoria
en ratas con un bajo nivel inicial de aprendizaje (Aldavert-Vera et al, 1996), en
este experimento subdividimos a las ratas Control y AEIC, respectivamente, en
dos grupos de acuerdo con el nivel de aprendizaje mostrado en la primera

sesion de adquisicion: “ratas aprendedoras” (RA, latencias de escape menores
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que la media) y “ratas poco aprendedoras” (PA, latencias de escape superiores
a la media). De este modo, obtuvimos 4 grupos experimentales: Control-RA,

Control-PA, AEIC-RA y AEIC-PA.

De nuevo, el estudio de la evoluciéon del aprendizaje indicé que todos los
grupos presentaron una tendencia lineal decreciente significativa [contraste
polinomial,, F (1, 18) = 21.572, p<0.001,]. En este caso, esta evolucién [factor
interaccion grupo por sesion F (1,18) = 4.402, p<0.050]dependié del grupo. Como
mostraron los datos directos las ratas AEIC-PA disminuyeron su latencia media
de nado en 72.50 s desde la primera (118.33 s) a la tltima sesion (35.83 s) de
adquisicion mientras que las ratas Control-PA sélo redujeron su latencia media
de escape en 39.47 s desde la primera (98.20 s) a la altima sesién (58.73 s) de
adquisicion. El efecto del tratamiento de AEIC parecid, por tanto, ser mas fuerte

en las ratas con baja capacidad inicial de aprendizaje.
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Fig. 17. Latencias media de escape en los grupos AEIC y Control a lo largo de las 10

sesiones de entrenamiento (** p<0.010)
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2.3.3.2.2 Distancia media nadada
Un MANOVA no mostré diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos respeto a la distancia media total nadada en ninguna de las 10 sesiones

de adquisicion.

2.3.3.2.3 Velocidad media de nado
No se encontraron diferencias entre los grupos AEIC y Control respecto a la

velocidad media de nado en ninguna de las sesiones de entrenamiento. Un

MANOVA confirmo estos resultados.

2.3.3.2.4 Tiempo medio en paredes

Un MANOVA no encontr6 diferencias significativas entre los grupos
estudiados respecto al tiempo medio que los sujetos pasaron nadando
alrededor de las paredes en ninguna de las sesiones de adquisiciéon del

aprendizaje de referencia espacial.

2.3.3.3 Ensayo de prueba

La figura 18 compara el tiempo medio que las ratas Control y AEIC pasaron en
el cuadrante target y en el resto de cuadrantes. En esta ocasion, los tests t de
Student pusieron de manifiesto diferencias estadisticamente significativas
respecto al tiempo medio que los grupos Control y AEIC pasaron en el
cuadrante target (t=2,123, p=0,047). Estos tests mostraron unicamente una
preferencia mayor a nadar en el cuadrante target que en el resto de areas en los
sujetos del grupo AEIC (Control: t=0,9, p=0,389; AEIC: t=2.047, p=0,07). Estos
resultados muestran que bajo las condiciones de entrenamiento del presente
experimento sdlo los sujetos que recibieron el tratamiento de autoestimulacion

alcanzaron un nivel de aprendizaje consistente.
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Fig.18. Tiempo medio que los sujetos Control y AEIC pasaron en el cuadrante target y en el

resto de cuadrantes en el ensayo de prueba (* p<0.050)

2.3.3.4 Pardametros de AEIC e Histologia

Los valores medios y las D.S. de las variables de AEIC se muestran en la tabla

que sigue a continuacion;

Grupo| 1O final (yA) | Duraciéon del tratamiento (min)

AEIC |  31(9,36) 40,81 (6,63)

Igual que en los experimentos precedentes ninguno de los pardmetros de AEIC
evaluados se relacioné con el nivel de aprendizaje alcanzado por las ratas en las
diferentes sesiones de aprendizaje de la tarea plataforma-escondida en el LAM.
Ademas, el andlisis de la regresion mostré que ninguna de estas variables se
relacioné con la latencia de escape, la distancia media nadada y la velocidad

media de nado durante las sesiones de entrenamiento y el ensayo de prueba.
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Respecto a la valoracién histolégica de la implantacion del electrodo, todos se
localizaron entre las coordenadas AP - 1.80 mm y - 2.80 mm con referencia a
bregma. Un anélisis de regresion simple no mostré relaciéon entre las
coordenadas de localizacién del electrodo y las variables: pardmetros de AEIC
(IO, tasas de respuesta, tasas de refuerzo, duracién del tratamiento), latencia de
escape, distancia media nadada y la velocidad media de nado durante las

sesiones de entrenamiento y el ensayo de prueba.

2.4. EXPERIMENTO 4

2.4.1 Introduccién

En este experimento los sujetos realizaron 5 sesiones de adquisicion, una diaria,
de 1 ensayo cada una. La relacién espacial entre la plataforma y la pelota siguioé

siendo la misma que se utilizé en los Experimentos 2 y 3 (ver figura 14).

2.4.2. Material v procedimiento

En este experimento se utilizaron un total de 26 ratas albinas macho de la cepa
Wistar, de 94.26 dias (D.S.= 2.41) de edad y un peso medio de 408.86 g (D.S.=
41.15) al inicio del experimento, procedentes también de nuestro laboratorio.
Igual que en el experimento anterior, todo lo referente a ética y bienestar
animal, procedimiento quirdrgico y coordenadas de implantaciéon de los
electrodos, aparato, analisis estadistico de los datos, modelamiento y asignacion
a grupos experimentales, sesiones de habituacioén, ensayo de prueba y estudio

histolégico se realizé de forma idéntica al experimento 1.

No obstante, ya que en los experimentos previos 2 y 3 se ha observado una
tendencia del tratamiento de autoestimulaciéon post-entrenamiento a ser mas
efectivo cuando los animales tienen més dificultades para aprender, los sujetos
de este nuevo experimento realizaron s6lo 5 sesiones de adquisicién (una sesion
diaria) de un tnico ensayo cada una. La pelota se mantuvo en el cuadrante
opuesto al de la plataforma e inmediatamente después de cada sesiéon de

entrenamiento los sujetos del grupo AEIC recibieron el tratamiento de
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autoestimulacién (2000 trenes de corriente estimulante) mientras los sujetos del
grupo Control permanecieron en la caja operante de Skinner, sin recibir

tratamiento (45 minutos). El diseno experimental se muestra en el cuadro 1.

2.4.3. Resultados
2.4.3.1 Sujetos

Segtin un andlisis multivariable de la varianza, no se observaron diferencias
respecto a la evolucién del peso entre los grupos AEIC y Control a lo largo de

las diferentes fases del experimento.

2.4.3.2 Aprendizaje

2.4.3.2.1 Latencia media de escape

El estudio de la evolucién de la latencia de escape mostré una tendencia lineal
decreciente significativa [contraste polinomial, F (1, 24) =5,369, p<0.029] tanto en
el grupo Control como en el grupo AEIC. Ademads, el MLG para medidas
repetidas indic6 que esta evoluciéon dependi6 del grupo [factor interaccion grupo
x sesion F (1, 24) =13,953, p=0,001]. Asi, para estudiar mas especificamente qué
sucedié en cada una de las 5 sesiones de entrenamiento, se realizé un MLG
multivariable. Este MANOVA mostr6 diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos en las tres altimas sesiones de adquisicion [sesion
3, F (1,24)=11,411, p=0,002; sesion 4, F (1,24)=6,335, p=0,019 y sesiéon 5, F
(1,24)=4,205, p=0,051]. Como se puede observar en la figura 19, incluso cuando
ambos grupos de ratas mostraron el mismo nivel inicial de aprendizaje (sesion
1), las ratas tratadas aprendieron significativamente mas que las ratas Control
desde la tercera sesion en adelante. De hecho podriamos decir que las ratas del

grupo Control no aprendieron la tarea con plataforma-escondida.
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Fig. 19. Latencias medias de escape de los grupos AEIC y Control a lo largo de las 5 sesiones

de entrenamiento (** p<0.010;* p<0.050)

2.4.3.2.2 Distancia media nadada
Igual que en los experimentos precedentes, un MANOV A no mostré diferencias
significativas entre los grupos AEIC y Control respeto a la distancia media total

nadada en ninguna de las 10 sesiones de adquisicion.

2.4.3.2.3 Velocidad media de nado
En este cuarto experimento, tampoco se encontraron diferencias entre los
grupos estudiados respecto a la velocidad media de nado en ninguna de las

sesiones de entrenamiento. Un MANOVA confirmé estos resultados.

2.4.3.2.4 Tiempo medio en paredes
Un MANOVA no encontré diferencias significativas entre los grupos
estudiados respecto al tiempo medio que los sujetos pasaron nadando

alrededor de las paredes en ninguna de las sesiones de adquisicion.
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2.4.3.3 Ensayo de prueba

La figura 20 compara el tiempo medio que los sujetos de los grupos Control y
AFIC pasaron en el cuadrante target y en el resto de cuadrantes durante el
ensayo de prueba. Tests t de Student revelaron que las ratas del grupo Control
nadaron mds tiempo en el resto de 4reas que en el cuadrante target [Control: t=-
2,551, p=0,031] mientras que el grupo AEIC pasé mas tiempo nadando en el
cuadrante target [AEIC: t=4,862, p<0,001]. Asi, la preferencia por el area target
fue significativamente mayor en las ratas AEIC que en las ratas Control
[t=4,802, p<0,001]. La figura 21 muestra ejemplos representativos de las
trayectorias de nado de ratas de los grupos AEIC y Control durante la prueba
test. Estos hallazgos muestran que cuando el aprendizaje se dificulta
reduciéndose el nimero de ensayos de adquisicién se incrementa la capacidad
del tratamiento de autoestimulacion eléctrica intracraneal post-entrenamiento

para facilitar el aprendizaje y la consolidacion de la memoria.

**

\ *

25 BN Target
1 Otras areas
20 A

15 ]
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Tiempo encuadrantes (s)
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Fig. 20. Tiempo que las ratas Control y AEIC pasaron en el cuadrante target y en el

resto de dreas en el ensayo de prueba
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salida salida

O

AEIC Control

Fig. 21. Ejemplos de trayectorias de nado de sujetos de los grupos Control y AEIC en la Prueba
test. La plataforma fue retirada de la piscina y se permiti6 a los sujetos nadar libremente durante
60 s. La localizacion virtual de la plataforma durante el test se muestra como un circulo blanco y el

punto de salida de los sujetos se indica con un punto negro.

2.4.3.4 Pardametros de AEIC e histologia
Los valores medios y las D.S. de las variables de AEIC se muestran en la tabla

que sigue a continuacion;

Grupo | IO final (yA) | Duracién del tratamiento (min)

AEIC | 34,06 (16,87) 42,83 (12,29)

No se encontraron diferencias entre los sujetos tratados en ninguna de las
variables de AEIC evaluadas. Ademas, anélisis de la regresién mostraron que
ninguna de estas variables estuvo relacionada con el tiempo necesitado por las
ratas para localizar la plataforma (latencia de escape), la distancia media
nadada y la velocidad media de nado durante las sesiones de entrenamiento y

el ensayo de prueba.

Respecto al estudio histolégico, todos los electrodos se implantaron entre las
coordenadas AP - 1.80 mm y - 3.14 mm con referencia a bregma. Un anélisis de
regresion simple no mostré relaciéon entre las coordenadas de localizaciéon del

electrodo y las variables: parametros de AEIC (IO, tasas de respuesta, tasas de
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refuerzo, duracion del tratamiento), latencia de escape, distancia media nadada
y la velocidad media de nado durante las sesiones de entrenamiento y el ensayo

de prueba.
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Los resultados de los presentes experimentos han mostrado que la AEIC post-
entrenamiento es capaz de facilitar la adquisiciéon y la retencién de una tarea
hipocampo-dependiente en el LAM, especialmente cuando las condiciones de
entrenamiento consisten en un tnico ensayo diario (Experimento 4), es decir,
cuando las condiciones de entrenamiento hicieron el aprendizaje mas dificil. En
este caso, es muy llamativa la importante reduccién que el tratamiento de AEIC
produjo en el tiempo que las ratas necesitaron para alcanzar la plataforma
(latencia de escape): incluso cuando las ratas Control y AEIC mostraron el
mismo nivel inicial de condicionamiento (primera sesiéon de adquisicién), las
ratas AEIC redujeron el tiempo de nado para alcanzar la plataforma de 110 s
(primera sesion de entrenamiento) a 85 s (segunda sesién de entrenamiento).
Ademads, en la tercera sesion de entrenamiento las ratas AEIC necesitaron
significativamente 40 s menos que sus respectivas Controles para encontrar la
plataforma (80 s versus 120 s, respectivamente). Esta mejora se observé y fue

también estadisticamente significativa en los sucesivos cuarto y quinto ensayos.

En este mismo experimento, el ensayo de prueba realizado tres dias después de
la dltima session de entrenamiento también confirmé el mayor nivel de
adquisicion y de memoria de las ratas AEIC tratadas comparadas con las ratas
Control. El efecto del tratamiento de AEIC post-entrenamiento fue por tanto
fuerte y consistente. Hasta donde sabemos, junto con nuestras previas
observaciones de que la AEIC post-entrenamiento puede facilitar la expresiéon
flexible de una respuesta aprendida en una tarea de alternancia demorada en el
laberinto en T (Soriano-Mas y col., 2005), éste es el primer trabajo que pone de
manifiesto la posibilidad de facilitar la memoria explicita, relacional o

hipocampo-dependiente, por la AEIC post-entrenamiento.
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En una serie de experimentos previos de nuestro laboratorio (Ruiz-Medina y
col,, 2007) hemos observado también la capacidad de la AEIC post-
entrenamiento para facilitar consistentemente la retencién a las 48 horas de una
tarea de evitacion activa de dos sentidos cuando el entrenamiento consistié en
s6lo 5 ensayos dados a las ratas en una tnica sesién de adquisicion. De forma
similar, en el presente Experimento 4, hemos observado que las ratas que
recibieron AEIC post-entrenamiento tras s6lo un ensayo de adquisiciéon de 2
minutos de duracion redujeron significativamente el tiempo de nado necesario
para alcanzar la plataforma. Parece entonces que la AEIC post-entrenamiento
tiene una especial capacidad para facilitar tanto la memoria relacional o
explicita como la implicita cuando se entrena poco a los sujetos y el aprendizaje

esta en sus fases incipientes.

No obstante, ;por qué la AEIC post-entrenamiento fue incapaz (Experimentos 1
y 2) o tuvo una baja capacidad para facilitar la memoria (Experimento 3) del
mismo tipo de tarea en el LAM con mas ensayos diarios de entrenamiento? En
este sentido, cabe destacar que la mayor facilitacién del aprendizaje y de la
memoria de las ratas tratadas con AEIC en el Experimento 4 se observo entre la
primera y la segunda sesion de entrenamiento, lo que indica que la AEIC
podria ser mas efectiva cuando los mecanismos moleculares implicados en la
formacién de la memoria estan todavia en sus fases iniciales, no estabilizados.
Incrementar la cantidad de entrenamiento podria, por tanto, competir con la
AEIC post-entrenamiento en la facilitaciéon de los mecanismos moleculares que
subyacen a la consolidaciéon de la memoria enmascarando y/o reduciendo sus

efectos conductuales.

En nuestros trabajos anteriores hemos observado también que uno de los
principales efectos de la AEIC post-entrenamiento consiste en acelerar la
consolidacion de la memoria. Concretamente, el tratamiento de AEIC post-
entrenamiento facilité la memoria de ratas en una tnica tarea de evitacion

activa de dos sentidos permitiendo a los sujetos tratados alcanzar el mismo
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nivel de aprendizaje en un test de retencién a las 24 horas que el que alcanzaron
sus respectivos controles (ratas no tratadas) en un test de retenciéon que se
realiz6 a los 7 dias (Aldavert-Vera y col., 1996). De forma similar, los resultados
del presente Experimento 4 mostraron que incluso cuando las ratas empezaban
con el mismo nivel de aprendizaje, las ratas AEIC mejoraron su adquisicién mas
rapido que las ratas Control. La diferencia entre grupos en la latencia para
alcanzar la plataforma crecié de la segunda a la tercera sesion pero parecié
mostrar una tendencia a disminuir en la cuarta y quinta sesiones. Si estos
resultados se confirmasen, tendriamos una prueba de que la AEIC post-
entrenamiento podria ser también capaz de acelerar la consolidacion de la
memoria tanto en tareas de memoria explicita o relacional, una hipétesis que

hay que seguir explorando.

La capacidad de la AEIC para facilitar la consolidaciéon de la memoria podria
relacionarse con los muchos cambios moleculares y fisioldgicos que se observan
tras el aprendizaje en regiones cerebrales como el hipocampo o la corteza
cerebral. Diferentes trabajos sobre iniciaciéon y mantenimiento de la plasticidad
sindptica en el hipocampo muestran que tanto el propio aprendizaje como la
PLP artificialmente inducida producen muy rapidamente cambios morfolégicos
en las espinas dendriticas que podrian constituir la base estructural de la
memoria. Se ha demostrado que, en milisegundos, la activacion de las sinapsis
pertinentes da lugar a una liberacién de glutamato que activa receptores AMPA
y, en segundos, la despolarizacién post-sinaptica local consecuente libera a los
canales de los receptores de coincidencia asociativa NMDA de los iones Mg2+
que los bloquean, permitiendo entonces un gran influjo postsinaptico de Ca2+ a
través de los canales de esos receptores. Ello a su vez origina la activaciéon de
quinasas que, por un lado, inducen cambios en el citoesqueleto de la neurona
en el plazo de minutos y, por otro, activan factores de transcripciéon de la
sintesis de proteinas receptoras AMPA, las cuales migran hacia los lugares
modificados y, en el plazo de horas, se insertan en la membrana estabilizando

los cambios habidos en el citoesqueleto de la neurona postsinaptica (Lamprecht
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y LeDoux, 2004). Siendo asi y tal como ya hemos sugerido, la AEIC podria
activar las fases iniciales de este proceso facilitando de ese modo la cascada de
acontecimientos moleculares que hacen posible la consolidacién de la memoria.
Trabajos recientes de nuestro laboratorio confirman esta posibilidad al
demostrar mediante técnicas de microarrays de ADN que la AEIC es capaz de
estimular la expresion de genes de células hipocampales cuya expresion
promueve la sintesis de moléculas implicadas en mecanismos de plasticidad y

aprendizaje y consolidacién de la memoria (Huguet y col., 2007).

Otros trabajos han demostrado que el tratamiento de AEIC es capaz de
producir también cambios neurales como activacién metabdlica neocortical
(Harley y col., 1995), incremento de los niveles de neurotransmisores
excitatorios (Shankaranarayana Rao y col., 1998b), e induccién de plasticidad a
largo-plazo (Shankaranarayana Rao y col., 1993; Shankaranarayana Rao y col.,
1998a), todo lo cual podria relacionarse directa o indirectamente con la
facilitaciéon del aprendizaje que ese tipo de tratamiento origina . Es decir, la
forma en que éstos y otros cambios cerebrales podrian estar relacionados con la
facilitaciéon de la memoria por AEIC post-entrenamiento es algo que necesita ser
investigado en posteriores trabajos. El sencillo y consistente modelo de
facilitacion que el presente trabajo ha desarrollado podria se especialmente util

para tal proposito.
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1. El presente trabajo ha permitido corroborar el efecto facilitador de la AEIC
post-entrenamiento sobre el aprendizaje y la consolidacion de la memoria de
una tarea de referencia espacial en el Laberinto Acuatico de Morris, en ratas

Wistar.

2. La AEIC post-entrenamiento afecta especialmente a aquellos sujetos que han
recibido muy poco entrenamiento, es decir, cuando los mecanismos moleculares
implicados en la formacion de la memoria estan todavia en sus fases iniciales,

no estabilizados.

3. El tratamiento de AEIC post-entrenamiento ha mostrado tener efectos
beneficiosos sobre la memoria declarativa incrementidndose asi sus

posibilidades moduladoras y terapéuticas.

4. El simple y consistente modelo de facilitacion de la memoria explicita que
el presente trabajo ha desarrollado podria ser util para profundizar en el
conocimiento de los procesos moleculares subyacentes al efecto de

facilitacion de la AEIC post-entrenamiento.
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PROTOCOLO DE SUPERVISION

PROCEDIMIENTO:

Anexo

EXPERIMENTO:

Sesion

Fecha

Observacioén Animal

Mutil.
Voc.ext

aspecto

Agresivo
comatos

peso

Otras
Observaciones

Puntuacion
Total

Est

Rec.1

Rec.2

Rec.3

Rec.4

Rec.5

Intervencion estereotaxica

Rec.6

Rec.7

Sem.
Mod+BIO
1

Sem.BIO2

Sem. LAM

Fase Experimental

Sem. LAM

Sem. LAM




Anexo

CORRECCION: ESCALA DE SEVERIDAD y acciones a realizar en cada caso.

Por el tipo de variables de estudio de nuestros procedimientos y los complejos
parametros conductuales, el estado de los animales ha de ser no sélo de no-
sufrimiento fisico, sino también de bienestar y tranquilidad psicolégicos y de
adaptacion a las condiciones experimentales. Por este motivo, los criterios basados en
la escala de severidad para eliminar un animal determinado del experimento vy, si se
da el caso, sacrificarlo, son mds rigurosos que los utilizados en otros tipos de
investigacion.

Cabe tener especial atencién respecto al peso de los animales, ya que los criterios
tienen un significado muy diferente si se dan en la fase de Recuperacion
Postoperatoria o en la Fase Experimental propiamente dicha (cuando el bienestar de
los animales, ademads de ser un objetivo ético, es también un objetivo de validez de
los resultados experimentales).

Niveles Clasificacion Acciones
0-1 Normal Supervisar el aspecto a}terado e intentar
devolverlo a la normalidad
Supervisar con cuidado.
Parar el proceso experimental, si es posible,
23 Posible sufrimiento hasta recuperar la normalidad.

Si no se recupera la normalidad o el paro del
proceso experimental invalida los
resultados, se sacrifica al animal.

IDEM anterior mas,

valoracién mejora con analgésicos o

4-8 Sufrimiento posibilidad de sacrificar al animal
independientemente de su necesidad para
continuar el experimento

9-16 Sufrimiento Sacrificar al animal
Intenso

NOTA: cuando mas de un apartado tenga el valor 3, se considera como un 4; ESCALA: del 0 al 16

CRITERIOS DE PUNTO FINAL:

Cuantitativos:
e puntuacién en la Escala de Severidad igual o superior a 8 (sacrificio
independientemente de la posibilidad de recuperar al animal, principalmente
por su sufrimiento).

Cualitativos
e presencia de automutilaciones en cualquier momento del proceso
experimental.

e estado comatoso en cualquier momento del proceso experimental.
e adipsia y/o afagia durante un periodo superior a 3 dias (sin ninguna causa
experimental)




Anexo

no recuperacion del peso anterior a la intervencién estereotaxica en un
periodo superior a 10 dias (es decir, al inicio de la fase experimental
propiamente dicha).

cuando un animal aguante, sin hacer ninguna respuesta de huida, un shock
en las patas en la jaula de condicionamiento durante mas de 5 ensayos
seguidos.

CRITERIOS DE VALORACION

ASPECTO DEL ANIMAL

0 Normal

1 Pelo en mal estado

2 Pelo en mal estado + secreciones
3 Postura anormal

CONDUCTA NO-PROVOCADA
Automutilaciones, vocalizaciones extremas

0

Ausencia

3

Presencia

CONDUCTA EN RESPUESTA A ESTIMULOS

0 Normal

3 Estado Agresivo / Comatoso

PESO (*)

0 Crecimiento normal

1 -10%

5 -10%-20%, posible alteracién de las
heces

3 -20%, no ingesta de agua y/o de
comida

(*) el control del peso se realiza diariamente incluso a lo largo de la Fase
Experimental ( se apunta en el protocolo individualizado de cada sujeto, en el cual se
identifica cada animal, se registra el grupo y las caracteristicas experimentales, y
también se anotan los resultados de las pruebas).
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