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RESUMEN

La presente investigacion busco estudiar los efectos de la inyeccion intrahipocampal de escopolamina,
un farmaco antagonista de los receptores muscarinicos M1 con conocido efecto amnésico, sobre el
comportamiento de ratas en el laberinto en cruz elevado. Para tal fin los animales_fueron expuestos
al laberinto después de la inyeccion del farmaco y re-expuestos 24 horas después ya sin el efecto
del farmaco. Fue analizada la exploracion de los brazos abiertos y cerrados en cada sesion, asi
como el perfil de exploracion dentro de cada sesion observando los resultados minuto a minuto. Los
resultados mostraron un aumento de la exploracion de los brazos abiertos en los animales que
recibieron inyeccion de escopolamina antes de la sesion 1. El andlisis minuto a minuto, de esta
misma sesion reveld que la exploracion fue mantenida a lo largo de toda la sesion, contrario a lo
observado en los animales que recibieron salina en los que a partir del tercer minuto se observa la
reduccion significativa en comparacion con el minuto 1. Estos resultados muestran claramente que
la escopolamina interfiere en los mecanismos de adquisicion y almacenamiento de la informacién a
lo largo de la sesion, sin alterar los procesos de memoria a largo plazo.
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hipocampo.
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ABSTRACT

In this study we aimed to investigate the effects of intrahippocampal injection of scopolamine (an
antagonist of M1 muscarinic receptors with amnesic effects) on the behavior of rats evaluated on
elevated plus-maze. The animals were tested in the plus-maze immediately after the drug injection
and re-tested after 24 h without the drug effect. We analyzed the open and closed arms exploration
in each session, and also the behavioral profile in each session using the minute by minute analyses.
The results showed increases in the open arms exploration to the scopolamine animals in the first
session. The minute by minute analyses in this session showed a maintenance of the exploration
during the session, conversely to the observed in the saline animals when in the third minute is
showed a significant reduction in comparison to the first minute. These results show that the
scopolamine leads to impair the mechanism of acquisition and consolidation of the information during
the session, without altering the long term memory processes.

Key words: elevated plus-maze, scopolamine, re-test, minute by minute analyses, hippocampus.

INTRODUCCION

El sistema limbico ha sido identificado como el
sustrato neural de las emociones, formado por im-
portantes estructuras moduladoras de la respues-
ta emocional a estimulos ambientales, asi como
de la adquisicion, consolidacion y recuperacion de
la informacién. Dentro de estas estructuras se des-
tacan la amigdala y el hipocampo.

La formacion hipocampal es una region espe-
cializada de la corteza limbica constituida por el
hipocampo propiamente dicho y por la circunvo-
lucién dentada. Las principales aferencias y
eferencias del neocortex de la formacion
hipocampal viajan a través de la corteza
entorhinal, transmitiendo informacion de entrada
hacia las c€lulas granulares de la circunvolucion
dentada. Estas neuronas envian axones que for-
man sinapsis con espinas dendriticas de las célu-
las piramidales del area CA3 del hipocampo. Las
terminales localizadas en el area CA1l del
hipocampo, forman sinapsis con las espinas
dendriticas de otras células piramidales, las cua-
les viajan a través del fornix, llegando a estructu-
ras del prosencéfalo basal (Septum y cuerpos
mamilares). Otro sistema de axones conecta las
c€lulas piramidales de CA1 con las correspondien-
tes células de la formacion hipocampal
contralateral.
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La principal aferencia de la formacion
hipocampal es la corteza entorhinal que a su vez
recibe informacion de la amigdala, de varias re-
giones de la corteza limbica y de la neocorteza
asociativa, directamente o a través de regiones
adyacentes de la corteza limbica: la corteza
perirhinal y la corteza parahipocampal. Las célu-
las piramidales del campo CA1 constituyen la prin-
cipal aferencia del hipocampo, la mayoria de éstas
terminando en las regiones entorhinal, perirhinal
y parahipocampal (Kandel, Schwartz & Jessell,
2000).

Desde el punto de vista neuroquimico, se ha
descrito la existencia de aferencias dopaminérgicas
desde el area tegmetal ventral; noradrenégicas des-
de el locus coeruleus; serotoninérgicas desde los
nucleos de rafe y colinérgicas desde el septum
medial. Este ultimo es considerado uno de los
imputs moduladores del hipocampo mas impor-
tante, cuyos axones colinérgicos entran en la for-
macién hipocampal por el férnix; la actividad de
estas neuronas es responsable por el ritmo theta
hipocampal (ondas de gran amplitud y frecuencia
media 5-10 Htz) que ha sido asociado con estado
de alerta (Wenk, 1997) asi como con aprendizaje y
memoria (Walsh, Herzog, Gandhi, Stackman &
Wiley, 1996), debido a que influencian el estable-
cimiento de la potenciacién a largo plazo en el
hipocampo. El efecto primario de estas proyeccio-
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nes en las neuronas hipocampales (células
piramidales y no piramidales) es eliminar la inhi-
bicién producida por el GABA. Pavlides,
Greenstein, Grudman y Winson (1988) describie-
ron que cuando los impulsos de estimulacion eléc-
trica coinciden con los picos de las ondas theta, la
potenciacion se establecia con mas facilidad. De
igual forma, al interrumpir la actividad theta
hipocampal los animales muestran déficit en el
aprendizaje de tareas que son afectadas por las
lesiones hipocampales. Givens y Olton (1994) ob-
servaron que la inyeccion de escopolamina, droga
que bloquea los receptores colinérgicos
muscarinicos, suprimia el ritmo theta hipocampal
e impedia el aprendizaje de una tarea de alternan-
cia que requeria que las ratas recordasen cual bra-
zo de un laberinto T habian visitado la ultima vez.

Un punto de encuentro entre los procesos de
memoria y emocion seria el circuito de papez, pro-
puesto en 1937 por Papez y McLean, el cual sirvié
como punto de partida de los estudios sobre con-
tribuciones del sistema limbico a la memoria. El
papel crucial del hipocampo como integrador de
los procesos anémicos, asi como su papel como
generador de aprendizajes de contexto, ha fomen-
tado la creacion de numerosos modelos de rela-
cion entre los diversos sistemas. La disociacion
entre los mecanismos corticales y subcorticales en
la formacion de los recuerdos ha llevado a la con-
cepcion de que la memoria es un proceso que des-
cansa sobre el trabajo articulado de diversas
regiones cerebrales.

Asi como el estudio de la neuroanatomia ha
permitido delimitar algunas regiones mas impli-
cadas en procesos mnémicos, el estudio de la
neurofisiologia y la neuroquimica también ha lle-
vado a avances en la comprension sobre el funcio-
namiento de estos procesos. A nivel de
neurotransmisores, se ha identificado la
acetilcolina como un neurotransmisor importante
en la regulacion de los procesos del aprendizaje y
la memoria, principalmente sus receptores
muscarinicos. Especificamente la presencia de re-
ceptores muscarinicos del tipo M1, M2 y M4 en el
hipocampo y la actividad de estos receptores ha

sido asociada a funciones mnémicas y cognitivas
(Hatcher, Loudon, Hagan & Clark, 1998;
Jerusalinsky et al., 1998; Pérez Figueredo, Moreira,
Ferreira, Fornari & Oliveira, 2008; Vannucchi,
Scali, Kopf, Pepeu & Casamenti, 1997). Estudios
en la década del 70 mostraron el papel de los me-
canismos colinérgicos en la memoria. Bloqueadores
colinérgicos aplicados sistémicamente alteran el
aprendizaje de tareas espaciales aprendidas en
intervalos cortos de tiempo (memoria de trabajo),
mientras que compuestos inhibidores de la
acetilcolinesterasa, enzima que degrada la
acetilcolina, facilitan la ejecucion de esas tareas
(Alpern & Marriott, 1973; Deutsch, 1971). Resul-
tados de estudios realizados con humanos mos-
traron que el deterioro de neuronas colinérgicas
prosencefalicas correlacionaba con deficiencias
cognitivas, particularmente en el caso de la de-
mencia senil tipo Alzheimer (Whitehouse et al.,
1982).

Estudios con ratas mostraron una disminucion
en el nimero y tamano de los nucleos colinérgicos
prosencefalicos en animales viejos (24 meses de
edad), comparados con animales control jévenes
(3 meses). Este hecho es asociado con dificultades
en el aprendizaje del laberinto acuatico de Morris,
donde los animales deben aprender a identificar
la ubicacion de una plataforma en una piscina cir-
cular a la cual pueden subir para no tener que
nadar (Fischer, Gage & Bjorklund, 1989). Otros
experimentos mostraron que la lesion del nicleo
septal medial y del nicleo basal magno celular
altera tareas de aprendizaje y memoria (Gray &
McNaughton, 1983). Posteriormente estos hallaz-
gos fueron confirmados con el uso de técnicas
electroliticas y electrotéxicas, concluyendo que el
septum medial envia al hipocampo informaciones
integradas por una variedad de estructuras
mesencefdlicas y limbicas, relacionadas con pro-
cesos vegetativos y de atencion (Walsh et al., 1996).

La inyeccion intraseptal de inmunotoxina
colinérgica 192-IgG-Saporin en un paradigma test-
retest en el laberinto en cruz elevado mostré que
los animales no lesionados presentaron durante
los cinco minutos de la sesion una reduccién pau-
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latina de la exploracion y en la segunda sesion
una reduccién de la actividad exploratoria, asi
como un aumento de los comportamientos rela-
cionados con ansiedad mientras que los animales
lesionados no presentaron modificaciones en sus
niveles de exploracion durante los cinco minutos
de la primera sesion y sus niveles de exploracion
en la segunda sesién no mostraron efectos relacio-
nados con la experiencia previa en el laberinto,
sugiriendo la relevancia del sistema de innervacion
colinérgica septo-hipocampal en los procesos de
almacenamiento y recobro de la informacién
(Lamprea, Cardenas, Silveira, Morato & Walsh,
2000).

Conociendo la importancia del sistema
colinérgico en procesos de memoria, se han utili-
zado compuestos como la escopolamina, un anta-
gonista competitivo de la acetilcolina, que inhibe
la accion de la acetilcolina al unirse a los recepto-
res muscarinicos. En el sistema nervioso central, la
escopolamina produce depresion del sistema que
se manifiesta en somnolencia, amnesia, fatiga y
sueno sin actividad onirica, también presenta eu-
foria y excitacion lo cual la potencializa como dro-
ga de abuso.

Estudios realizados con inyeccién intra-
hipocampal de escopolamina (Smythe, Bhatnagar,
Murphy, Timothy & Costall, 1998) mostraron au-
mentos en los niveles de ansiedad en el test de la
caja claro-oscuro y déficits en procesos de adqui-
sicion y consolidacién de informacién en una ta-
rea de condicionamiento contextual (Wallenstein
& Vago, 2001), asi como deficiencias en el apren-
dizaje de tareas espaciales en el laberinto acuati-
co de Morris (Bertrand et al., 2001; Carli,
Bonalumi & Samanin, 1997) y en el laberinto
radial (Masuoka, Fujii & Kamei, 2006). Un mo-
delo comportamental muy utilizado tradicional-
mente para medir ansiedad es el laberinto en cruz
elevado. Este modelo surgio de los trabajos sobre
miedo y exploraciéon desarrollados por
Montgomery (Montgomery & Monkman, 1955),
con un laberinto en Y, donde se observé que los
animales mostraban una mayor frecuencia de
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entradas a los brazos abiertos (sin paredes) con
relacion a los brazos cerrados (rodeado por pare-
des altas); este autor plante¢ la hipotesis de que
la estimulacién provocada por la novedad (en la
forma de ambiente desconocido) producia reac-
ciones de conflicto entre miedo y curiosidad, evi-
denciadas comporta-mentalmente como
tendencias de esquiva y aproximacion respecti-
vamente. El ambiente novedoso provocaria un
aumento tanto del impulso para explorar como
del miedo originado entre el conflicto entre ex-
ploracion y evitacion (Montgomery, 1955;
Montgomery & Monkman, 1955).

El trabajo inicial con laberinto en cruz elevado fue
desarrollado por Handley y Mithani (1984) como un
modelo para el estudio de la ansiedad, siendo valida-
do comportamental, fisiologica y farmacolégicamente
con ratas por Pellow y cols. (Pellow, Chopin, File &
Briley, 1985) y por Lister (1987) para ratones. El labe-
rinto en cruz elevado presenta un ambiente con dos
areas abiertas y dos areas cerradas. Tradicionalmente
se realiza una sesion de cinco minutos, durante los
cuales los animales exploran libremente todo el apara-
to. La exploracion es mas activa durante los primeros
minutos. Alo largo de la sesién los animales disminu-
yen progresivamente su actividad general, principal-
mente el niumero de entradas a los brazos abiertos
pasando cada vez mas tiempo en los brazos cerrados
(Carobrez & Bertoglio, 2005).

La causa de la aversion a los brazos abiertos ha
sido explicada en términos de la aversion natural
que los roedores tienen por la novedad y por los
espacios abiertos (Treit, Menard & Royan, 1993);
la ausencia de paredes impide que los animales rea-
licen el comportamiento de acercar las vibrisas y el
cuerpo a las superficies verticales (paredes), com-
portamiento denominado tigmotaxia. Los estudios
farmacolégicos han mostrado que existen efectos
selectivos sobre la exploracion de los brazos abier-
tos del laberinto. La administracion de ansioliticos
clasicos como Clordiazepoxido, Diazepan o
fenobarbital causan aumento de la exploracién de
los brazos abiertos, respuesta que ha sido asociada
a una reduccion de los niveles de ansiedad (Cruz,
Frei & Graeff, 1994; Pellow et al., 1985).
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Cuando se utiliza el protocolo de re-exposicion
al laberinto, se observa un claro efecto producto de
la primera experiencia sobre el comportamiento en
la segunda sesion. Esto es, después de una prime-
ra exploracion del laberinto, los roedores adquie-
ren, consolidan y recuperan un tipo de memoria
relacionada a la exploracion de las areas potencial-
mente peligrosas del aparato, los brazos abiertos,
y esa informacion produce una reduccion de la ex-
ploracion en la segunda sesion asi como anula en
la segunda exposicion la clasica respuesta a
farmacos benzodiazepinicos que se observa en los
animales expuestos por primera vez al aparato
(Bertoglio & Carobrez, 2004; Cruz-Morales, Santos
& Brandao, 2002).

El comportamiento exploratorio de las ratas en
el laberinto en cruz elevado permite deducir, entre
otras cosas, un proceso de almacenamiento y recu-
peracion de informacion que puede ser observado
en el transcurrir de la sesion haciendo un analisis
minuto a minuto (Bertoglio & Carobrez, 2002;
Lamprea et al., 2000; Rodgers et al., 1996). Este
tipo de analisis plantea el uso del laberinto en cruz
elevado como modelo para probar el curso tempo-
ral de lesiones y otros tratamientos. Por tratarse de
un modelo que no necesita de entrenamiento, pri-
vacion u otro tipo de estimulos previos a su apli-
cacién elimina problemas metodolégicos
observados en otros modelos para el estudio de la
ansiedad y la memoria (Menard & Treit, 1999; Treit,
1985).

METODO

SUJETOS

Fueron utilizadas 20 ratas Wistar macho (20010
g) provenientes del Bioterio central de la Universi-
dad de Sao Paulo, campus Ribeirao Preto, Brasil.
Los animales fueron alojados en el bioterio del la-
boratorio en cajas de acrilico (41 x 30 x 18 cm)
con seis sujetos en cada una. Fueron mantenidos
en temperatura controlada (25 * 2°C) y en un ci-

clo claro-oscuro de 12 horas (luces encendidas a
las 7:00 a.m.). Durante la permanencia en el la-
boratorio los animales tuvieron libre acceso a agua
y comida. Los experimentos reportados en este ar-
ticulo fueron realizados siguiendo las normas éti-
cas de la Sociedad Brasilera de Neurociencias.

APARATOS

Fue utilizado un laberinto en cruz elevado. Este
aparato esta formado por dos brazos cerrados (50
x 10 cm) rodeado por paredes de madera de 40
cm de altura, y dos brazos abiertos de las mismas
dimensiones rodeado por un borde de acrilico de
1 cm de altura, unidos por un cuadrado central de
10 cm de lado, de forma que los brazos iguales
quedaban opuestos entre si. El laberinto fue colo-
cado en una sala iluminada por una lampara in-
candescente de 100W, localizada a 1,75 cm encima
del laberinto. Para el registro fue utilizado el pro-
grama de registro X-plo-rat (Universidad de Sao
Paulo) desarrollado para este fin.

PROCEDIMIENTOS

Cirugia estereotaxica

Después de un periodo de adaptacion de 72 horas
al bioterio, los animales fueron inyectados con
atropina (1 mg/kg) intraperitoneal para evitar
problemas respiratorios durante la cirugia o la
recuperacion posquirurgica. Diez minutos después
fueron anestesiados con Pentobarbital Sédico (50
mg/kg) por via intraperitoneal. Posteriormente fue
fijado en un aparato estereotaxico con la barra de
los incisivos 3 mm debajo de la linea interaural.
Después de la preparacion del campo quirurgico,
se abrieron dos orificios en el hueso por medio de
los cuales fueron implantadas bilateralmente
canulas guia direccionadas al area CA3 del
hipocampo segun las siguientes coordenadas:
antero posterior = - 4.2; medio lateral =+ 3.0y
dorso ventral = 1.8, segun el atlas de Paxinos y
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Watson (Paxinos & Watson, 1998). Una vez ubica-
das las canulas fueron ancladas al craneo con la
ayuda de dos tornillos de acero inoxidable y
acrilico dental. Terminado el procedimiento los
animales recibieron 120.000 unidades de penici-
lina G benzatina por via intramuscular para evi-
tar infecciones.

Microinyeccion

Después de un periodo de recuperacion
posquirurgica de 72 horas una aguja dental fue
introducida dentro de la canula guia. Esta aguja
estaba conectada a una jeringa Hamilton de 5 ul.
A través de un catéter de polipropileno, se efectuo
la infusion bilateral simultanea de Hidrobromuro
de escopolamina (30 ug/ul, 0.5 ul para cada
hipocampo) o de solucién salina al 0,9% en el
mismo volumen para cada hipocampo. La inyec-
cion fue realizada a una velocidad de 0.1 ul por
minuto. Una vez terminada la inyeccion la aguja
permanecié durante 2 minutos para permitir la
difusion y evitar el reflujo del compuesto (Lamprea
et al., 2000).

EVALUACION COMPORTAMENTAL

Cinco minutos después de la microinyeccion los
animales fueron colocados en el cuadrado central
del laberinto en cruz elevado, con el hocico en di-
reccion de uno de los brazos cerrados y se les per-
mitié explorar libremente por un periodo de cinco
minutos. Terminado ese periodo los animales fue-
ron llevados de vuelta a su caja donde permane-
cieron hasta el momento de la re-exposicion 24
horas despué€s. Entre cada animal se limpio el la-
berinto con solucion de alcohol al 20%.

Para cada una de las sesiones fue registrado el
numero de entradas y el tiempo de permanencia
en cada tipo de brazo, la distancia total recorrida,
el numero de entradas y tiempo de permanencia
en cada una de las extremidades de los brazos
abiertos. Ademas se realiz6 el analisis minuto a
minuto de cada sesion para los mismos compor-
tamientos.
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HISTOLOGIA

Después de la segunda exposicion al laberinto en
cruz elevado, los animales fueron inyectados con
Azul de Evans conservando la misma metodologia
de la primera inyecciéon. Posteriormente fueron
anestesiados y prefundidos intracardiacamente
utilizando métodos tradicionales. Posteriormente
fueron retirados los cerebros, congelados y en un
criostato (Leyca Criocut) fueron cortadas seccio-
nes de 60 um. Se seleccionaron las secciones co-
rrespondientes a la ubicacion de las coordenadas
diana en las laminas convencionales de histologia
para ser observadas al microscopio. Aquellos ani-
males en que la canula no quedo localizada en el
lugar correcto fueron eliminados del analisis.

ESTADISTICA

Los resultados comportamentales fueron anali-
zados utilizando un analisis de varianza (ANOVA)
de dos vias con medida repetida, teniendo como
un factor el tratamiento (salina y escopolamina)
y como factor repetido la sesiéon. Cuando fue ne-
cesario se utilizé como prueba post-hoc el test
de Newman-Keuls. Los datos minuto a minuto
de cada tratamiento y sesion, fueron realizados
con una ANOVA de una via con medida repetida,
teniendo como factor los minutos. En todos los
casos el nivel de significancia utilizado fue de p
< 0.05.

RESULTADOS

La Figura 1 muestra las medidas comportamen-
tales de los animales tratados con salina o
escopolamina y expuestos al laberinto en dos se-
siones con intervalo de 24 horas. Cuando observa-
mos el nimero de entradas y el tiempo de
permanencia en los brazos abiertos, asi como el
tiempo de permanencia en su extremidad, el ana-
lisis estadistico no revelo efectos dados por el fac-
tor tratamiento en ninguna de las medidas F (1,18)
=3.26; p=0.08; F(1,18) =2.70; p=0.11; F(1,18)
=2.77; p=0.11 respectivamente). Contrariamen-
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te, si fueron mostrados efectos dados por el fac-
tor sesion F(1.18) =43.84; p< 0.001; F(1,18) =
50.11; p < 0.001; F (1,18) = 34.53; p < 0.001
respectivamente e interaccion entre los factores,
F(1,18) = 5.53; p=0.03; F(1,18) = 4.16; p =
0.05; F(1,18) = 4.24; p = 0.05 respectivamente.
La prueba post-hoc revelé que hubo un aumento
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Figura 1. Entradas y tiempo de permanencia en los brazos abiertos (superior), entradas a los brazos
cerrados y entradas en las extremidades abiertas (inferior) para los animales que recibieron
inyeccion intrahipocampal de salina o escopolamina y fueron expuestos a dos sesiones en el
laberinto en cruz elevado con intervalo de 24 horas. Las barras representan las medias de los
grupos vy las lineas verticales la desviacion estandar. *, Diferente del grupo salina en la misma
sesion. °, Diferente de su respectiva sesion 1. Newman - Keuls, P < 0.05.

Con relacion al numero de entradas a los bra-
zos cerrados, también mostrado en la Figura 2,
ANOVA no mostré diferencias significativas pro-
ducto del tratamiento F (1,18) = 0.49; p = 0.49,
de la sesion F(1,18) =4.12; p=0.06 ni interaccion
entre los factores F(1,18) = 1.08; p=0.31.

Cuando observamos el andlisis de las sesiones
minuto a minuto, la Figura 2 nos muestra el nu-
mero de entradas a los brazos abiertos para la pri-
mera y segunda sesion de los grupos tratados con
salina y escopolamina y expuestos al laberinto con
intervalo de veinticuatro horas. ANOVA mostro
diferencias significativas para los animales que re-

cibieron salina, entre los minutos de la primera
sesion F (4,49) = 3.06; p = 0.02, donde ocurrio
una reduccion significativa del nimero de entra-
das en el dltimo minuto. También fueron encon-
tradas diferencias significativas en la segunda
sesion F (4,49) = 5.45; p = 0.002 donde la reduc-
cion significativa del nimero de entradas sucede
a partir del segundo minuto. Con relacion a los
animales que recibieron escopolamina, no fueron
encontradas diferencias significativas entre los
minutos de la primera sesion F(4,49) = 3.93; p=
0.07, pero si en la segunda sesion F (4,49) = 5.26;
p=0.002 donde se observa una reduccion signi-
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ficativa en esta medida a partir del segundo mi-
nuto.

La Figura 2 muestra en la parte inferior, el
tiempo de permanencia en los brazos abiertos por
minuto. Para los animales que recibieron salina
antes de la primera sesion, el analisis estadistico
revel6 una reduccion significativa en el minuto 5
en comparacion con el primer minuto F (4,49) =
3.06; p = 0.02; en el caso de los animales que
recibieron escopolamina antes de la primera se-
sion, fueron observadas diferencias significativas
entre los minutos F (4,49) = 7.30; p < 0.001, el
test post-hoc indic6 que no hubo reduccion del
tiempo de permanencia en los brazos abiertos a

O Minl

E

H Min2

it

Escopolamina

Entrada Brazos Abiertos

Salina
Sesitn 1

45 -
40 -
s -
o -
25 -
20 -
15 .
10 -

Tiempo Brazos Abiertos

(3]

Salina Escopolamina

Sesitn 1

a8 Min3

lo largo de la sesion en comparacion con el pri-
mer minuto y las diferencias fueron dadas por un
aumento en el segundo minuto que lo hace dife-
rente significativamente con los minutos 1, 3y
4. Cuando observamos la segunda sesion de los
animales salina, el anadlisis estadistico mostro
diferencias significativas entre los grupos F (4,49)
=3.92; p=0.01, siendo que a partir del segundo
minuto se observa una caida en el tiempo de per-
manencia en estos brazos en comparacién con el
primer minuto. En el caso de los animales
escopolamina, el andalisis mostré una reduccion
significativa, F (4,49) = 2.69; p = 0.04 del minuto
3 comparado con el minuto 1.

O Mind O Min5
£
E
- e
Salina Escopalamina
Saesion 2

Salina

Escopolamina

Sesion 2

Figura 2. Andlisis minuto a minuto para las sesiones 1y 2 de las entradas en los brazos abiertos
(superior) y el tiempo de permanencia en los brazos abiertos (inferior) para los animales que
recibieron inyeccioén intrahipocampal de salina o escopolamina y fueron expuestos a dos sesiones
en el laberinto en cruz elevado con intervalo de 24 horas. Las barras representan las medias de los
grupos vy las lineas verticales la desviacion estandar. *, Diferente del primer minuto en la misma

sesion. Newman - Keuls, P < 0.05.
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DISCUSION

Los resultados del analisis por sesiones del pre-
sente experimento muestran un aumento signifi-
cativo de la exploracion del brazo abierto sin alterar
la exploracion en los brazos cerrados, cuando los
animales recibieron inyeccién intrahipocampal de
escopolamina antes de ser expuestos al laberinto
en cruz elevado. Aumentos de la exploracién de
los brazos abiertos sin alterar la actividad loco-
motora han sido asociados en la literatura como
reducciones en los niveles de ansiedad (Carobrez
& Bertoglio, 2005).

Cuando observamos la exploracion de los ani-
males en la segunda sesion, tanto los animales
inyectados con salina como los inyectados con
escopolamina, presentaron una reduccion signifi-
cativa en la exploracion de los brazos abiertos en
la segunda sesién comparados con su respectiva
primera sesion. Esta reduccion de la exploracion
en la segunda sesion es un efecto que se ha relata-
do previamente en la literatura: una primera ex-
periencia en el laberinto en cruz elevado ocasiona
un aprendizaje asociado a un miedo incondicio-
nado por algunas areas del laberinto (brazos abier-
tos) que aumentaria los niveles de ansiedad en las
siguientes exposiciones, lo que se evidencia en una
reduccion de la exploracion en la segunda sesion
(Bertoglio & Carobrez, 2004; Cruz-Morales et al.,
2002).

Los resultados del analisis minuto a minuto de
la primera sesion, permiten observar una reduccion
significativa en la exploracion de los brazos abier-
tos en el minuto 4 y 5 en comparacion con el pri-
mer minuto en el grupo que recibié inyeccion de
salina, mientras que esta reduccién no fue observa-
da en los animales que recibieron inyecciéon de
escopolamina, sugiriendo que la inyeccion
intrahipocampal de escopolamina ocasiona un dé-
ficit en el aprendizaje de las caracteristicas ambien-
tales durante la sesién e interrumpe el proceso de
habituacion al aparato. Al observar el analisis mi-
nuto a minuto de la segunda sesion, en los dos gru-
pos se observa una rapida reduccién de la
exploracion de los brazos abiertos a partir del ter-
cer minuto. Este tipo de andalisis minuto a minuto

ya ha sido hecho por otros autores (Bertoglio &
Carobrez, 2002; Lamprea et al., 2000; Rodgers et
al., 1996) y permite observar c6mo ocurre €l proce-
so de adquisicion de la informacion a lo largo de
los cinco minutos. Ese mantenimiento de la explo-
racion a lo largo de los cinco minutos estaria dan-
do un efecto acumulativo en el analisis de la sesion
completa que inicialmente puede ser interpretado
como una reduccién de los niveles de ansiedad.

Resulta interesante el hecho de que la interfe-
rencia sobre los mecanismos colinérgicos, durante
el periodo de almacenamiento de la informacion,
ocasiona alteraciones en el patron exploratorio de
la primera sesion, pero a pesar de esto, no se pre-
sentan alteraciones en la formacion de memoria a
largo plazo. Este hallazgo sugiere que los meca-
nismos de la memoria funcional son disociables
de los de la formacion de huellas duraderas de
memoria. En este punto vale la pena recordar al-
gunos trabajos que muestran la participacion de
mecanismos septo-corticales en la formacion del
recuerdo (Markowska, Olton, Murray & Gaffan,
1989). Estos mecanismos estarian bajo el control
de sistemas glutamatérgicos y gaba€érgicos y por
tanto estarian fuera del alcance de los efectos
farmacologicos de la escopolamina.

En nuestros resultados, el bloqueo de los re-
ceptores muscarinicos en el hipocampo perjudica-
ria el aprendizaje en la primera exposicion, lo que
se observa en el mantenimiento de la exploracion a
lo largo de la sesion. Basados en estos resultados,
podemos concluir que el bloqueo de la accién
colinérgica en el hipocampo, producida por la in-
yeccion de escopolamina, puede interferir en los pro-
cesos de adquisicion de informacion que ocurren en
la primera sesion, lo que se refleja en cambios en el
perfil comportamental observado en la segunda se-
sion. Resultados similares ya han sido relatados en
la literatura utilizando el bloqueo de la
neurotransmision colinérgica con la inmunotoxina
IgG-Saporin inyectada en el niicleo septal medial
(Lamprea et al., 2000).

El uso de este tipo de andlisis en el laberinto
puede permitir su uso como modelo de ansiedad y
ademas el andlisis minuto a minuto nos permiti-
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ria identificar procesos de adquisicion y recupera-
cion de informacion acerca del ambiente y cudles
serian las areas seguras del aparato que no son
observables en el andlisis de la sesion total. Los
resultados ya existentes en la literatura, sumados
a los mostrados en el presente articulo, corrobo-
ran la hipétesis de que el sistema colinérgico y el
sistema septo-hipocampal estarian modulando
procesos de adquisicion y retencién de informa-
cion espacial, asi como que la exploracion en el
laberinto en cruz elevado estaria modulada por
estos procesos de aprendizaje y que el déficit en el
aprendizaje de las caracteristicas espaciales y
aversivas en la primera sesion modulan la respues-
ta observada en la segunda exposicion.
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